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 RÉSUMÉ 
CDK8 : une cible de la voie KRAS/MAP Kinase dans la carcinogénèse colorectale. 
Par 
Morgane Placet 
Programme de Biologie Cellulaire 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.), en Biologie Cellulaire, Faculté de médecine et 
des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada J1H5N4 
 
La voie KRAS/BRAF/MEK/ERK MAP Kinase joue un rôle clé dans le contrôle de 
la prolifération des cellules épithéliales intestinales normales et cancéreuses. En effet, on 
retrouve des mutations du gène KRAS dans près de 35 à 40% des cancers colorectaux et une 
mutation du gène BRAF dans 10 à 15% des cas. Ces mutations de type gain-de-fonction 
sont mutuellement exclusives, ce qui suggère que la signalisation MEK/ERK qui est en 
aval de BRAF joue possiblement un rôle crucial dans le développement de plus de 60% des 
cancers colorectaux. Notre laboratoire a d’ailleurs rapporté que l’expression d’une forme 
mutante hyperactive de MEK1 est suffisante pour induire la transformation des cellules 
épithéliales intestinales normales en culture. Cette transformation est caractérisée par une 
transition épithélium-mésenchyme (EMT) conférant aux cellules des capacités tumorales, 
invasives et métastatiques. Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires 
impliqués dans les effets transformant de MEK1, une analyse comparative par micropuces 
d’ADN (Affymetrix) a été effectuée et celle-ci a montré que le gène codant pour la protéine 
CDK8, une kinase dépendante des cyclines, est un des gènes les plus induits (12 fois) par 
l’hyperactivation de MEK1. Ce résultat suggèrerait l’implication de CDK8 dans 
l’oncogenèse colorectale induite par l’hyperactivation de la voie KRAS/MAP Kinase. De 
manière intéressante, nous avons d’abord mis en évidence que CDK8 était surexprimée 
dans des tumeurs de patients atteints de cancer colorectal de différents stades ainsi que dans 
des lignées cancéreuses colorectales humaines. Parmi ces lignées cellulaires analysées, 
nous avons mis en évidence que cette surexpression était en partie dépendante de l’activité 
MEK. Nous avons aussi confirmé la surexpression de CDK8 dans des lignées de cellules 
épithéliales intestinales de rat exprimant les oncogènes KRAS ou BRAF ou le mutant de 
MEK1 constitutivement actif. La baisse d’expression de CDK8 par l’utilisation d’un 
shARN a révélé que CDK8 contribue à l’hyperprolifération cellulaire ainsi qu’à la 
croissance en indépendance d’ancrage induite par l’expression du mutant hyperactif de 
MEK1. De plus, la baisse d’expression de CDK8 atténue le phénotype fibroblastique des 
cellules transformées par l’oncogène BRAF ou le mutant de MEK1 constitutivement actif, 
qui exhibent un phénotype plus épithélial. Nous avons pu mettre en évidence que CDK8 
serait impliqué dans l’expression de gènes liés à la morphologie cellulaire tel que Snail1, 
Snail2 et Gem. Nos résultats montrent donc que CDK8 contribue au potentiel oncogénique 
de la voie MAP Kinase dans les cellules épithéliales intestinales en modulant leurs 
capacités prolifératives et leur transformation morphologique. 
Mots clés : CDK8, voie KRAS/MAP Kinase, transformation cellulaire, cancer colorectal. 
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INTRODUCTION 
 
1. Le cancer colorectal 
 
 1.1 Quelques chiffres 
 
Selon la Société Canadienne du Cancer, le cancer colorectal est le 3ème type de 
cancer le plus couramment diagnostiqué au Canada. C’est la 2ème cause de décès par cancer 
chez l’homme et la 3ème chez la femme. Elle estime qu’en 2013, 23 900 canadiens recevront 
un diagnostic de cancer colorectal, ce qui représente 13% de tous les nouveaux cas de 
cancer et qu’environ 9 200 en mourront, ce qui représente 12% des décès par cancer. 
Cependant, grâce aux progrès de la recherche, le taux de mortalité dû au cancer colorectal 
est à la baisse chez l’homme depuis 2004 et chez la femme depuis 2000. 
 
1.2 Établissement de la carcinogénèse colorectale 
 
Comme son nom l’indique, le cancer colorectal touche l’épithélium du colon et du 
rectum qui forment le gros intestin, c’est-à-dire la partie terminale du tube digestif. Le 
cancer colorectal prend généralement plusieurs années à se former via une succession 
d’altérations génétiques qui vont entraîner des modifications morphologiques de 
l’épithélium intestinal.  
 
Le cancer colorectal est un cancer très hétérogène d’un point de vue moléculaire. Il 
y a trois voies majeures conduisant à l’établissement de la carcinogénèse colorectale : 
l’instabilité chromosomique (CIN), la méthylation des îlots CpG (CIMP) et l’instabilité des 
microsatellites (MSI). L’instabilité chromosomique (CIN) concerne 70% à 85% des cas de 
cancers colorectaux. Il s’agit d’une succession d’anomalies de structure ou de copie au 
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niveau des chromosomes. Ces anomalies vont entraîner des mutations dans des oncogènes 
ou des gènes suppresseurs de tumeurs, induisant une modification de l’épithélium intestinal 
normal en adénomes, adénocarcinomes, adénocarcinomes invasifs puis métastases, suivant 
le modèle décrit par Fearon et Vogelstein en 1990 (Figure 1) [Moran et al., 2010]. La 
méthylation des îlots CpG (CIMP) concerne environ 15% des cancers sporadiques. Elle 
implique une instabilité épigénétique en méthylant des régions promotrices de gènes 
suppresseurs de tumeurs ou d’oncogènes impliqués dans la carcinogénèse colorectale. 
Enfin, l’instabilité des microsatellites est impliquée dans 15% à 20% des cancers 
sporadiques. Les microsatellites sont des séquences répétées de nucléotides dispersées à 
travers le génome. On retrouve de l’instabilité dans les microsatellites d’oncogènes et gènes 
suppresseurs de tumeurs impliqués dans la carcinogénèse colorectale [Worthley et Leggett, 
2010].  
 
L’un des premiers gènes mutés lors de l’établissement de la carcinogénèse 
colorectale est le gène suppresseur de tumeur APC, localisé sur le bras long du 
chromosome 5.  Ce gène encode pour la protéine APC, impliquée dans la voie de 
signalisation intracellulaire Wnt/β-caténine qui régule la prolifération des cellules souches 
et progénitrices de la crypte intestinale [Pinto et al., 2003; Kunhert  et al., 2004]. En effet, 
la protéine APC forme avec l’axine, la protéine GSK3β, et la caséine kinase 1α, un 
complexe multiprotéique. En absence des facteurs de croissance de la famille Wnt, ce 
complexe interagit avec la β-caténine entraînant sa phosphorylation séquentielle sur 
plusieurs sérines, ce qui permet son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. Au 
contraire, en présence d’une stimulation par un facteur Wnt, ce complexe multiprotéique est 
déstabilisé, la β-caténine s’accumule dans le cytoplasme de la cellule, transloque au noyau 
où elle va s’hétérodimériser avec un membre de la famille TCF/LEF, TCF4 dans 
l’épithélium intestinal [Pinto et al., 2003; Kunhert et al., 2004], et ainsi former un 
complexe transcriptionnellement actif. Ce complexe transcriptionnel va transactiver la 
transcription de plusieurs gènes dont plusieurs sont impliqués dans la progression du cycle 
cellulaire (cycline D1, c-myc) ou dans la progression tumorale (MMP-7, MMP-26) (Figure 
2). On retrouve le gène APC muté dans près de 60% des cancers coliques et 82% des 
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cancers rectaux [Moran et al., 2010]. Cette mutation entraîne la production d’une protéine 
tronquée qui ne peut plus interagir avec l’axine et la GSK3β pour former le complexe de 
dégradation de la β-caténine, aboutissant ainsi à une stabilisation de la β-caténine et une 
activation constitutive du complexe transcriptionnel β-caténine/TCF4 [Moran et al., 2010]. 
Un autre oncogène fréquemment muté dans la carcinogénèse colorectale est l’oncogène 
KRAS. Il est muté dans 35% à 40% des cas de cancers colorectaux et plus particulièrement 
à des stades précoces de la carcinogénèse. Le gène KRAS encode une petite protéine 
GTPasique de 21kDa, qui lorsqu’elle est mutée, entraîne une activation constitutive des 
voies de signalisation en aval. Cette mutation est généralement associée à l’évolution d’un 
adénome en adénocarcinome [Worthley et Leggett, 2010]. On retrouve également des 
mutations dans le gène suppresseur de tumeur TP53, localisé sur le bras court du 
chromosome 17, mais celles-ci sont observées plus tardivement dans l’établissement de la 
carcinogénèse colorectale. Outre les gènes KRAS, APC et TP53 mutés dans une grande 
proportion des cancers colorectaux, plusieurs autres gènes sont fréquemment impliqués 
dans la progression tumorale (DCC, TGFβRII, SMAD4, β-caténine, BRAF, Ink4a/Arf, etc.) 
[Fearon, 2011].  
 
2. La voie KRAS/MAP Kinase dans la carcinogénèse colorectale. 
  
 2.1 La protéine KRAS 
 
L’oncogène KRAS est donc important dans l’établissement de la carcinogénèse 
colorectale puisqu’on le retrouve muté dans 35% à 40% des cas. Ce gène encode une petite 
protéine de 21kDa appartenant à la grande famille des protéines GTPases qui compte 
environ 154 membres. Cette famille est divisée en 4 sous-familles de protéines classées 
selon leur séquence ADN et leur fonction. On retrouve les sous-familles RAS, RHO, ARF 
et RAN.  
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KRAS comme son nom l’indique appartient à la sous-famille RAS qui compte 4 
membres : HRAS, NRAS, KRAS4A et KRAS4B. KRAS4A et KRAS4B sont des variants 
d’épissage obtenus par épissage alternatif dans la partie C-terminale du gène KRAS. La 
forme KRAS4B est la plus commune. [Brand et Wheeler, 2012]. Les protéines RAS sont 
rattachées à la membrane plasmique du côté cytosolique par leur côté C-terminal via une 
farnésylation et une géranylgéranylation. Dans les cellules quiescentes, la protéine RAS est 
liée à du GDP et se trouve donc sous forme inactive. L’activation de la protéine RAS se fait 
principalement lors de la liaison de divers facteurs de croissance sur des récepteurs tyrosine 
kinase, entraînant leur dimérisation et l’autophosphorylation de résidus tyrosines 
spécifiques dans la région C-terminale. Ceci génère des sites de liaison pour les protéines 
adaptatrices, telles que GRB2 qui va recruter une protéine GEF (Guanosine Exchange 
Factors) comme SOS. Cette GEF va activer la protéine RAS en stimulant l’échange du 
GDP par du GTP, entraînant un changement conformationnel de la protéine qui va faciliter 
le recrutement des protéines effectrices et induire leur activation. L’activation de la protéine 
RAS est un phénomène cyclique. En effet celle-ci possède une activité GTPasique 
intrinsèque qui va induire l’hydrolyse du GTP en GDP, mais ce processus n’est pas 
suffisant et il requiert la présence d’une protéine GAP (GTPase Activating Protein) pour 
stabiliser et accélérer l’activité catalytique de RAS [Santarpia et al., 2012] (Figure 3). 
 
La mutation de KRAS la plus commune dans le cancer colorectal est une 
substitution au niveau du codon 12 de l’exon 2 d’une glycine en acide aspartique. Cette 
mutation active le potentiel oncogénique de KRAS en déstabilisant son activité GTPasique 
intrinsèque entraînant ainsi une activation constitutive  [Brand et Wheeler, 2012]. 
 
2.2 La voie de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK 
 
La protéine RAS régule de nombreuses voies de signalisation intracellulaire 
notamment la voie Raf/MEK/ERK surtout importante dans la prolifération cellulaire 
[Chambard et al., 2007], la voie PI3K/Akt/mTOR impliquée surtout dans la survie et la 
synthèse protéique [Yarden et Sliwkowski, 2001] 
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et la voie Rac/Ral impliquée dans la régulation du cytosquelette et le trafic vésiculaire 
[Matsubara et al., 1999] (Figure 4). De manière intéressante, le gène encodant pour BRAF 
est muté dans 10% à 15% des cas de cancers colorectaux. La mutation retrouvée de manière 
mutuellement exclusive avec celle de KRAS, est un gain de fonction via la substitution de 
la valine 600 en acide glutamique [Di Fiore et al., 2010]. BRAF est une sérine-thréonine 
kinase appartenant à la famille des protéines RAF qui compte trois membres : ARAF, 
BRAF et CRAF. Celles-ci sont sujettes à une régulation particulièrement complexe par de 
nombreux sites de phosphorylation [Wellbrock et al., 2004] .La protéine BRAF est activée 
via la protéine KRAS-GTP qui se lie sur deux domaines : le domaine RBD (Ras Binding 
Domain) et le domaine CRD (Cystein rich Domain). Une fois activée, BRAF va activer les 
kinases à double spécificité MEK1 et MEK2 par phosphorylation de deux résidus sérines 
en position 217 et 221. Une fois activées, les protéines kinases MEK vont activer les sérine-
thréonine kinases ERK1 et ERK2 de 44kDa et 42kDa par phosphorylation d’un résidu 
thréonine et d’un résidu tyrosine dans une séquence TEY au niveau du domaine 
d’activation [Brand et Wheeler, 2012; Chambard et al., 2007]. Une fois activées, les 
protéines kinases ERK1 et ERK2 peuvent alors phosphoryler des substrats cytoplasmiques, 
tel que la protéine SOS, ce qui va entraîner une déstabilisation du complexe SOS-GRB2. 
Elles ont également des substrats membranaires comme le récepteur à l’EGF. Ceci induit 
un rétrocontrôle négatif de la voie Ras/MAP Kinase. Mais les kinases ERKs, une fois 
activées peuvent aussi transloquer au noyau pour activer de nombreux facteurs de 
transcription impliqués dans la régulation de l’expression de plusieurs gènes associés à la 
prolifération et à la survie (Figure 5). 
 
2.3 L’implication de MEK/ERK dans la carcinogénèse colorectale 
 
De nombreuses données rapportées sur la voie de signalisation RAS ont été 
obtenues à partir d’une surexpression des formes oncogéniques de KRAS, BRAF ou même 
de MEK1 dans des lignées cellulaires immortalisées d’origine intestinale (IEC-6, IEC-18, 
RIE-1) [Boucher et al., 2004; Komatsu et al., 2006; Oldham et al., 1996]. 
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C’est cette implication de l’hyperactivation des kinases MEK dans la carcinogénèse 
colorectale qui a plus particulièrement intéressé notre laboratoire dans les dernières années. 
Pour cela, un mutant de la protéine kinase MEK1 contenant des substitutions des sérines 
218 et 222 en acide aspartiques, et entraînant une activation constitutive de la protéine, a 
été réalisé. Ce mutant a été par la suite exprimé de manière stable par infection rétrovirale 
dans deux lignées cellulaires épithéliales intestinales : les HIEC, des cellules humaines 
d’origine fœtale et non immortalisées et les IEC-6, des cellules de rat d’origine cryptale 
mais immortalisées. De manière intéressante, l’expression de la forme mutante de MEK1 
dans les cellules HIEC induit un stress oncogénique qui se traduit par une sénescence 
prématurée associée à la surexpression de p53 et des inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et 
p16INK4A. À cet égard, l’entrée prématurée en sénescence dans les cellules normales est 
reconnue aujourd’hui comme une « barrière proliférative » s’opposant à l’immortalisation 
cellulaire et donc au développement tumoral.  Au contraire, dans les cellules IEC-6, 
l’expression du mutant hyperactif de MEK1 induit leur transformation cellulaire qui se 
traduit par une prolifération à post-confluence et une capacité de croître en agarose mou. 
Cette réponse contradictoire des cellules IEC-6 par rapport aux cellules HIEC peut 
s’expliquer par l’immortalisation des IEC-6 qui entraîne la perte du programme de 
sénescence, et donc leur réponse proliférative à l’activation constitutive de la kinase MEK1 
ainsi que leur transformation [Boucher et al., 2004]. D’autres travaux réalisés, dans le 
laboratoire de la Pre N. Rivard et par d’autres équipes [Voisin et al., 2008; Komatsu et al., 
2006] ont démontré que la surexpression de la forme constitutive active de MEK1 induit 
une transformation cellulaire de type épithélio-mésenchymateuse (EMT) associée à une 
perte d’expression des marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine et l’occludine [Lee et 
al., 2006; Lemieux et al., 2009]. En effet, les cellules transformées par MEK1 ou MEK2 
ont perdu leur polarité épithéliale et ont acquis une capacité de migration et d’invasion 
dépendante de l’activité MEK [Lemieux et al., 2009; Voisin et al., 2008]. Lorsqu’elles sont 
injectées chez la souris immunodéfisciente, ces cellules transformées ont la capacité de 
former des tumeurs sous-cutanées souvent dotées de capacités angiogéniques et 
métastatiques [Voisin et al., 2008; Lemieux et al., 2009].  
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Il est important de rappeler que l’EMT représente un type de plasticité cellulaire durant 
laquelle les cellules épithéliales intestinales perdent plusieurs de leurs caractéristiques 
épithéliales au profit de propriétés typiques des cellules mésenchymateuses. L’EMT est 
particulièrement importante lors de l’embryogénèse pour la formation des tissus [Baum et 
al., 2008]. Cependant, une réactivation inappropriée de ce phénomène est souvent observée 
lors de la carcinogénèse, durant la transition de l’adénome bénin à l’adénocarcinome 
métastatique [Thiery, 2002].  En effet, l’EMT promeut l’invasion tumorale et la 
dissémination des métastases [Fang et Richardson, 2005]. Le changement moléculaire clé 
qui a lieu lors de l’EMT est une diminution de l’expression de la E-cadhérine, protéine 
localisée au niveau des jonctions adhérentes, réduisant l’adhésion cellule-cellule et 
entraînant ainsi une déstabilisation de la structure épithéliale [Guarino et al., 2007; Peinado 
et al., 2004]. Un certain nombre de facteurs de transcription régulent négativement 
l’expression de la E-cadhérine, notamment les produits des gènes Snail1 et Snail2 qui sont 
des répresseurs de la transcription de la E-cadhérine et sont impliqués dans l’EMT. Les 
travaux d’Étienne Lemieux dans le laboratoire de la Pre N. Rivard ont démontré que 
l’expression de Snail1 est régulée par le facteur de transcription Egr-1 et l’expression de 
Snail2 est régulée par le facteur de transcription Fra-1. Ces deux facteurs de transcription 
Egr-1 et Fra-1 sont des gènes de réponses précoces c’est-à-dire qu’ils sont rapidement 
induits suite à une stimulation via différents facteurs de croissance. Par ailleurs, Egr-1 et 
Fra-1 sont des substrats nucléaires des kinases ERKs qui lorsqu’elles transloquent au noyau 
vont induire leur activation [Lemieux et al., 2009]. 
 
Les protéines kinases MEK1 et MEK2 ont 85% d’identité dans leur séquence en 
acides aminés et elles sont exprimées de manière ubiquitaire dans les lignées cellulaires et 
les tissus. L’activation constitutive des protéines kinases MEK1 et MEK2 est retrouvée 
dans près de 44% des cancers colorectaux, mais l’activation constitutive d’un des deux 
isoformes est suffisante pour induire la transformation des cellules épithéliales intestinales 
normales [Voisin et al., 2008]. Une des conséquences les plus rapides liées à 
l’hyperactivation des kinases MEK est l’altération importante de l’expression de plusieurs 
gènes. En effet, quelques groupes ont réalisés des analyses de type Affymetrix afin 
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d’identifier les gènes différentiellement exprimés dans les cellules transformées par les 
formes mutantes des kinases MEK [Boucher et Rivard, résultats non publiés; Bergeron et 
al., 2010; Komatsu et al., 2006; Voisin et al., 2008]. En effectuant une telle analyse dans 
les cellules IEC-6, l’équipe de la Pre N. Rivard a trouvé des modulations importantes dans 
l’expression de plusieurs gènes associés à la prolifération, à l’adhésion et la migration 
cellulaire. Parmi ces gènes, deux gènes ont retenu particulièrement l’attention de l’équipe 
puisqu’ils étaient induits de 30 fois pour le gène encodant l’inhibiteur de protéases à sérine 
serpine E2 [Bergeron et al., 2010], et de 12 fois pour le gène encodant la kinase CDK8 
(Figure 6). 
 
3. La protéine kinase CDK8 et son rôle potentiel dans la carcinogénèse colorectale. 
 
 3.1 Historique 
 
La protéine CDK8 est une sérine-thréonine kinase appartenant à la grande famille 
des protéines CDKs (Cycline Dépendante des Kinases). Ces protéines CDKs sont 
généralement connues pour réguler le cycle cellulaire avec leur partenaire cycline 
spécifique. Le partenaire cycline spécifique de CDK8 est la cycline C et leur complexe va 
agir principalement sur l’ARN polymérase II pour réguler la transcription (Figure 7). Le 
complexe CDK8/cycline C a été d’abord mis en évidence chez la levure  par Liao et al., 
(1995) sous le nom du complexe SRB10/SRB11. Tassan et al., (1995) ont identifié aussi la 
protéine CDK8 chez les vertébrés grâce à son interaction avec la protéine cycline C. 
Pendant longtemps la protéine CDK8 a été considérée comme un régulateur négatif de la 
transcription via son association avec le complexe Mediator. L’initiation de la transcription 
s’effectue grâce à un gros complexe multiprotéique, le complexe de pré-initiation (PIC), 
composé de l’ARN polymérase II, mais aussi des facteurs généraux de transcription 
(TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH) et du complexe Mediator. 
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Ce complexe Mediator est composé de deux modules : le core Mediator composé de 25 
sous-unités protéiques (1.2MDa) et qui n’a pas de fonction enzymatique connue, et le 
module CDK8 composé des protéines CDK8, cycline C, MED12 et MED13 qui peut se 
fixer de façon réversible au core Mediator, et apporte une activité enzymatique au 
complexe [Furumoto et al., 2007; Meyer et al., 2008; Knuesel et al., 2009]. Et c’est Rickert 
et al., (1999) qui ont mis en évidence son rôle de CTD (C-Terminal Domain)-kinase. 
 
3.2 CDK8 régulateur négatif de la transcription 
 
La liaison du module CDK8 au core Mediator entraîne un changement 
conformationnel du complexe. Et ce changement conformationnel du complexe va pouvoir 
inhiber sa fonction de co-activateur de la transcription, en empêchant l’association du 
complexe Mediator avec l’ARN polymérase II indispensable à l’initiation de la 
transcription. Cette action du module CDK8 est indépendante de son activité kinase [Xu et 
JI, 2001]. Mais la répression de la transcription par la protéine CDK8 peut également se 
faire dépendamment de son activité kinasique : soit 1) par phosphorylation du domaine C-
terminal (CTD) de l’ARN polymérase II sur une séquence consensus (YSPTSPS) 
empêchant son interaction avec le complexe Mediator [Furumoto et al., 2007], 2) par 
phosphorylation de la cycline H, une sous-unité du facteur de transcription TFIIH, 
empêchant son recrutement au complexe de pré-initiation [Galbraith et al., 2010] ou 3) par 
recrutement d’histone méthyltransférases qui peuvent réprimer certains gènes, [Donner et 
al., 2010]. 
 
Ce rôle de régulateur négatif du module CDK8 est particulièrement important lors 
du développement embryonnaire. En effet, les souris cdk8-/- ne survivent pas au-delà du 
stade embryonnaire E2.5-E3.0. CDK8 semble particulièrement important dans la 
compaction et l’implantation de l’embryon en régulant des voies de signalisation 
impliquées dans le développement telles que les voies Wnt ou Hedgehog qui induisent la 
différenciation et la détermination cellulaire [Westerling et al., 2007].  
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3.3 CDK8 régulateur positif de la transcription  
 
Des études plus récentes montrent cependant un rôle positif de CDK8 dans la 
transcription (Figure 8). Par exemple, CDK8 contrôle la transcription des gènes de réponse 
précoce (IEGs). Ces gènes de réponse précoce sont les premiers gènes activés suite à une 
stimulation par des facteurs de croissance [Donner et al., 2010]. Suite à la réalisation d’un 
microarray sur des cellules cancéreuses humaines HCT116, dans lesquelles l’expression de 
CDK8 fut inhibée par 80-90% via un shARN, il a été démontré que CDK8 jouait un rôle 
important dans l’expression optimale de plusieurs gènes de réponse précoce tel que FOS, 
EGR1, EGR2 et EGR3 [Donner et al., 2010]. De manière intéressante, ces gènes sont des 
oncogènes activés suite à l’activation des kinases ERKs suite à une stimulation au sérum et 
par des facteurs de croissance [Davis, 1995]. Suite à des analyses d’immunoprécipitation de 
la chromatine, il a été mis en évidence que CDK8 n’était pas nécessaire au recrutement de 
l’ARN polymérase II mais agissait en phosphorylant son domaine C-terminal [Donner et 
al., 2010]. Or, la phosphorylation du domaine C-terminal de l’ARN polymérase II sur les 
sérines 5 et 2 est liée au détachement de celle-ci du promoteur et à l’initiation de la phase 
d’élongation de la transcription [Marshall et al., 1996]. CDK8 est connu pour phosphoryler 
ces sérines 2 et 5 in vitro [Rickert et al., 1999]. De plus CDK8 facilite le recrutement de la 
sous-unité PTEF-b, permettant l’initiation de l’élongation de la transcription des IEGs 
[Donner et al., 2010]. De manière intéressante, il a également été mis en évidence que 
CDK8 intervenait dans la transcription des gènes associés à l’hypoxie et qui sont sous la 
dépendance du facteur de transcription HIF1α [Galbraith et al., 2013]. En effet, les facteurs 
de transcription HIFs (Hypoxia Inducible Factor) induisent la transcription de nombreux 
gènes impliqués dans l’angiogenèse, la glycolyse, l’adaptation métabolique, l’érythropoïèse 
et la survie cellulaire [Semenza, 2012]. Mais pour permettre l’activation de ces gènes, 
HIF1α nécessite la présence d’un co-activateur, soit CDK8. Ce co-activateur intervient dans 
la régulation positive de l’activité de l’ARN polymérase II dans la phase d’élongation de la 
transcription des gènes cibles de HIF1α, sans affecter son recrutement aux promoteurs des 
gènes cibles [Galbraith et al., 2013].   
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3.4 CDK8 et cancer colorectal 
 
Plus récemment, un rôle oncogénique pour la protéine CDK8 a été suggéré dans le 
cancer colorectal. D’abord, l’expression du gène encodant pour CDK8 est augmentée dans 
une majorité de tumeurs colorectales. De plus, les patients surexprimant CDK8 ont un 
moins bon pronostic de survie comparativement aux patients ne présentant pas cette 
surexpression [Seo et al., 2010]. Il faut mentionner que le gène codant la protéine CDK8 
est localisé sur le bras long du chromosome 13, une région connue pour être régulièrement 
altérée dans les cancers colorectaux. En accord avec cela, il a été observé un gain de copie 
du gène CDK8 dans près de 62% des cancers colorectaux [Seo et al., 2010] ainsi que dans 
plusieurs lignées cancéreuses colorectales connues [Firestein et al., 2008]. De manière 
intéressante, l’inhibition de l’expression de CDK8 par l’expression d’un shARN spécifique 
entraîne un ralentissement de la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses colorectales 
humaines. 
 
Ce ralentissement de prolifération serait attribuable à la baisse de l’activité 
transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF4, causée par CDK8. En effet, la présence 
de CDK8 permettrait le recrutement de la machinerie transcriptionnelle aux promoteurs des 
gènes cibles dépendants du complexe transcriptionnel β-caténine/TCF4. De plus, CDK8 
interagirait directement avec E2F1 et entrainerait sa phosphorylation, inhibant ainsi son 
potentiel transcriptionnel [Morris et al., 2008]. E2F1 est un facteur de transcription capable 
d’inhiber la transcription dépendante du complexe β-caténine/TCF4.  
 
La fonction oncogénique de CDK8 fut mise en évidence par sa surexpression dans 
des fibroblastes murins immortalisés (NIH3T3). En effet, la surexpression de la protéine 
sauvage de CDK8 dans ces cellules induit la formation de foyers, la croissance de colonies 
dans des conditions d’indépendance d’ancrage et la formation de tumeurs lorsqu’elles sont 
injectées dans des souris immunodéficientes. Ce rôle oncogénique de la protéine dépend de 
son activité kinase, puisque lorsque une forme mutante de CDK8 au niveau de son domaine 
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kinasique, la rendant inactive, est surexprimée dans les cellules NIH3T3, aucune 
transformation oncogénique n’est observée [Firestein et al., 2008]. De plus, il a été mis en 
évidence que l’expression de CDK8 est aussi requise pour la croissance tumorale in vivo 
[Adler et al., 2012] en maintenant les cellules tumorales dans un état dédifférenciées, et en 
régulant l’expression d’un certains nombres de gènes généralement exprimés dans des 
cellules souches embryonnaires pluripotentes [Adler et al., 2012]. CDK8 jouerait donc un 
rôle dans l’établissement de la tumorigénèse mais également dans le maintien des cellules 
tumorales dans un état indifférencié. En effet, une inhibition de l’expression de CDK8 dans 
des cellules cancéreuses colorectales induit une diminution significative de l’expression des 
gènes liés aux cellules souches embryonnaires, dont la majorité sont dépendant de MYC. Ce 
rôle de CDK8 dans la régulation des gènes cibles dépendants de MYC se retrouve 
justement dans les tumeurs présentant un mauvais pronostic et une faible différenciation 
[Adler et al., 2012]. 
 
CDK8 régule également l’expression de gènes cibles de la voie Notch, en 
phosphorylant le domaine intracellulaire de Notch [Fryer et al., 2004]. CDK8 peut 
également induire la phosphorylation des protéines SMADs, permettant l’expression des 
gènes cibles de la voie TGF-β/BMP [Alarcon et al., 2009].  
 
4. Hypothèse et objectifs 
 
Considérant que son expression génique est induite de près de 12 fois dans des 
cellules épithéliales intestinales transformées par la forme hyperactive de MEK1, nous 
avons posé comme hypothèse que CDK8 est nécessaire au potentiel oncogénique de la voie 
KRAS/MAP Kinase, une voie potentiellement hyperactivée dans une majorité des cancers 
colorectaux suite à des mutations gain-de-fonction dans les oncogènes KRAS et BRAF.  
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Afin de répondre à cette hypothèse, nous nous sommes fixés deux objectifs : 
 
1- Déterminer l’expression de CDK8 dans des tumeurs colorectales de patients, dans des 
lignées cancéreuses colorectales humaines ainsi que dans des modèles de transformation 
oncogénique plus simple, soient des cellules épithéliales intestinales transformées par les 
oncogènes KRAS, BRAF ou l’expression du mutant de MEK1 constitutivement actif.  
 
2- Analyser la contribution de CDK8 dans la transformation des cellules épithéliales 
intestinales induite par les oncogènes KRAS, BRAF ou MEK1. Ceci en utilisant la 
technique de l’ARN interférent afin de déterminer l’impact de l’inhibition de CDK8 sur les 
différentes caractéristiques de la transformation oncogénique : la prolifération, le potentiel 
de croissance en indépendance d’ancrage et la morphologie.  
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 
1. Culture cellulaire  
 
Les lignées cellulaires colorectales humaines avec des mutations  dans l’oncogène 
KRAS (LoVo, SW480, SW620, DLD-1, HCT116), dans l’oncogène BRAF (HT-29, Colo 
205, RKO) ou dans d’autres gènes tels que APC, TP53 ou EGRF (Caco-2, SNU C1, 
SW48), et la lignée épithéliale intestinale normale humaine non immortalisée HIEC 
d’origine fœtale [Perreault et Beaulieu, 1998] ont été cultivées tel que décrit dans le tableau 
1. Les cellules IEC-6 exprimant de manière stable pBabe (vecteur vide), pBabe-KRASG12V, 
pLXIN-MEKwt et pLXIN-MEKca ont été générées dans notre laboratoire et décrites 
précédemment [Lemieux et al., 2009; Cagnol et Rivard, 2013]. Ces lignées ont été cultivées 
dans du milieu DMEM contenant 4.5 g/L de Glutamax, 1 M HEPES, 50 unités de 
pénicilline, 50 µg de streptomycine et 5% sérum de veau fœtal (FBS). Les cellules IEC-6 
BRAFV600EER, générées et décrites précédemment [Cagnol et Rivard, 2013], ont été 
cultivées dans du DMEM sans rouge de phénol, supplémenté de 4.5 g/L Glutamax, 1 M 
HEPES, 50 unités de pénicilline, 50 µg de streptomycine 5% de FBS dépourvu d’hormones 
(Valley Biomedica inc., Winchester, VA). L’activité de l’oncogène BRAFV600E dans les 
cellules IEC-6 BRAFV600EER est induite par addition de tamoxifène (Figure 9). Pour les 
productions virales, les cellules de rein embryonnaire 293T ont été cultivées dans du milieu 
DMEM avec 4.5 g/L Glutamax, 1 M HEPES, 50 unités de pénicilline, 50 µg de 
streptomycine et 10% FBS. 
 
2. Infection lentivirale 
 
Afin d’inhiber l’expression de CDK8, un shARN fut designer [Chevalier-Soudeyns, 
non publiés], en choisissant des séquences de 21 nucléotides ciblant à la fois le gène 
humain, murin et de rat, via une analyse bio-informatique. Plusieurs séquences ont été 
mises en évidence et insérée dans une séquence de nucléotides permettant l’expression du 
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shARN. L’un des shARN dirigé contre CDK8 ainsi que le shARN contrôle (Tableau 2) ont 
été clonés dans le vecteur d’expression plenti-U6-puro (adapté d’Invitrogen 
Carlsbad, CA, États-Unis). Les cellules 293T ont  été ensemencées à une confluence de 
5 000 000 de cellules dans un pétri de 100 mm, et transfectées avec les constructions 
shARN par lipofection (Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, États-Unis). 48 µL 
de Lipofectamine 2000 ont été dilués dans 1.5 mL de milieu OptiMEM (Gibco®, Life 
technologies, Carlsbad, CA, États-Unis) supplémenté de 4.5g/L Glutamax,  et 1 M HEPES 
et incubés pendant 5 min à température ambiante.  En parallèle, 6 µg du plasmide contenant 
les constructions exprimant les shARN ont été dilués dans 1.5 mL de milieu OptiMEM, 
avec 6 µg des plasmides exprimant les protéines d’encapsidation des lentivirus plp1, plp2 et 
plpvsvg. Le mélange contenant la Lipofectamine 2000 a été ajouté au mélange contenant les 
ADN et incubé 20 min à température ambiante. Le milieu de culture des cellules 293T a été 
remplacé par du milieu OptiMEM avant d’ajouter le mélange de transfection. Les cellules 
ont ensuite été incubées à 37°C pendant 4 h, avant d’ajouter du milieu de culture standard 
pour une incubation pendant 2 jours à 37°C avant la récolte des surnageants contenant les 
particules virales. Les différentes lignées IEC-6 à infecter ont été ensemencées dans une 
plaque 6 puits à une confluence de 30 à 40%. Le lendemain, le milieu de culture a été retiré 
et remplacé par du milieu contenant les virus et 4 µg/mL de polybrène. Les cellules ont été 
incubées pendant 1 h à 37°C, avant d’ajouter du milieu de culture contenant du polybrène. 
Les cellules ont ensuite été incubées pendant 2 jours à 37°C. Après ces 2 jours 
d’incubation, les cellules infectées ont été sélectionnées par addition de 2.5µg/mL de 
puromycine. 
 
3. Immunobuvardage 
 
Les échantillons déposés sur les gels de polyacrylamide ont été obtenus par lyse des 
cellules dans un tampon Laemli composé de Tris-HCl (250 mM, pH 6.8), de SDS (32 mM) 
et de glycérol (40%). Les lysats ont ensuite été dosés par la méthode BCA en se référant à 
une courbe standard réalisée via différentes concentrations d’albumine de sérum bovin 
(BSA). 
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Lignées 
Cellulaires 
Origine Atmosphère Milieu 
de 
culture 
Glutamax 
(Gibco by 
Lifetechnologies) 
Hepes 
(Wisent 
inc.) 
 
Pénicilline 
(Wisent 
inc.) 
Streptomycine 
(Wisent inc.) 
FBS 
(Wisent 
inc.) 
LoVo Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 Ham’s 
F12 
 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
SW480 Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 DMEM 4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
SW620 Métastases d’un 
adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 DMEM 4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
DLD-1 Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 RPMI 
1640 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
HCT 116 Carcinome épithéliales 
adhérentes 
5% CO2 McCoy 
5A 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
HT-29 Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 McCoy 
5A 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
Colo 205 Adénocarcinome 
épithéliales mixées 
adhérentes et en 
suspension 
5% CO2 RPMI 
1640 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
RKO Carcinome épithéliales 
adhérentes 
5% CO2 EMEM 4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
Caco-2 Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 DMEM 4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
SW 48 Adénocarcinome 
épithéliales adhérentes 
5% CO2 DMEM 4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
SNU C1 Adénocarcinome 
épithéliales en 
suspension 
5% CO2 RPMI 
1640 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 10% 
HIEC Fœtale épithéliales 
normales adhérentes 
5% CO2 Opti 
Mem 
4.5g/L 1M 50 unités 50µg 5%+ 0.2 
UI/mL 
insuline 
 
 
Tableau 1 : Description des différentes lignées cancéreuses colorectales humaines 
utilisées et leur méthode de culture. 
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Suite à ce dosage, 25 µg de protéines ont été déposées sur un gel de polyacrylamide, dont la 
concentration varie suivant le poids moléculaire des protéines d’intérêt, et séparées par 
électrophorèse. Les protéines ont été transférées du gel de polyacrylamide sur une 
membrane PVDF, qui a été colorée au rouge ponceau, afin de valider la qualité du dosage 
et du transfert des protéines. La membrane a ensuite été incubée pendant 1 h dans une 
solution de blocage (5% de lait en poudre dilué dans du PBS-Tween 0.05%) afin de saturer 
les sites d’interaction aspécifique des anticorps utilisés. Puis la membrane a été incubée 
avec l’anticorps primaire contre la -actine, ERK2, les formes phosphorylées de ERK1/2 
(pERK1/2), la E-cadhérine, la paxilline ou CDK8 (Tableau 3) à la dilution appropriée, dans 
la solution de blocage pendant la nuit à 4°C. La membrane a ensuite été lavée 3 fois 5 min 
dans du PBS-Tween 0.05% et incubée avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase 
ou à la phosphatase alcaline dilué à une concentration adéquate dans la solution de blocage. 
La membrane a été à nouveau lavée 3 fois 5 min avec du PBS-Tween 0.05%. Les protéines 
d’intérêt ont été révélées par chemiluminescence sur des films autoradiographiques 
(Denville Scientific Inc., Saint-Laurent, QC, Canada). 
 
4. Extraction d’ARN 
 
L’ARN total à partir de cellules animales a été isolé à l’aide de la trousse Qiagen 
RNeasy® Mini Kit (Venlo, Province de Limbourg, Pays-Bas). Brièvement, les cellules ont 
été lysées dans du tampon RLT (tampon contenant une forte concentration de guanidine 
isocyanate, afin de lié l’ARN à la membrane de silice) contenant du β-mercaptoéthanol (10 
µL de β-mercaptoéthanol dans 1 mL RLT). Le lysat cellulaire a ensuite été complété avec 
un volume d’éthanol 70%. Ce mélange a été transféré sur les colonnes RNeasy®, puis 
centrifugé. Un premier lavage a été effectué avec le tampon RW1, qui contient un sel de 
guanidine et de l’éthanol, suivi de 2 lavages avec le tampon RPE majoritairement composé 
d’éthanol. Après une dernière centrifugation, l’ARN a été élué avec de l’eau. L’ARN élué a 
subi une dernière étape de purification par un traitement à la DNAse (Roche, Laval, QC, 
Canada) afin d’éliminer l’ADN génomique contaminant, pendant 20 min à 37°C. L’enzyme 
a ensuite été inhibée par l’ajout d’EDTA (50 mM, pH 8.0) et une incubation de 10 min à 
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75°C. La qualité des ARNs a été vérifiée par migration sur gel d’agarose 1% et la quantité 
dosée au Nanodrop 2000c (Thermo Scientific Spectrophotometer). 
 
5. RT-PCR et qPCR 
 
Un µg d’ARN a été ajouté à 4 µL de tampon AMV RT 5X (Roche, Laval, QC, 
Canada), 0.8 µL 25 mM dNTP (Invitrogen, Carlsbad, CA, États-Unis), 1 µL oligodT 16 nt 
(100 mM), 0.6 µL Protector RNAse inhibitor 40 U/µL (Roche, Laval, QC, Canada), 0.5 µL 
de reverse transcriptase AMV (21 U/µL) et complété par addition d’eau pour un volume 
final de 20 µL. L’ARN a tout d’abord été ajouté à l’eau et le mélange a été incubé 5 min à 
75°C afin de dénaturer les ARNs puis 5 min à 4°C. Le reste des réactifs a été ensuite ajouté 
et le mélange incubé pendant 1 h à 42°C. Une fois la réaction terminée, 20 µL d’eau ont été 
ajoutés afin de diluer les ADN complémentaires à une concentration de 25 ng/µL. Afin de 
valider l’efficacité de la transcription inverse, nous avons réalisé des PCR semi-
quantitatives avec des oligonucléotides pour amplifier le gène de référence rtbp (sens 5’-
TTC AGT TCT GGG AAA ATG GTG-3’ et anti-sens 5’-GGA GAA CAA TTC TGG GTT 
TGA-3’), selon les conditions suivantes : 2 min de dénaturation à 95°C, puis 30 cycles où 
se répètent 30 secondes de dénaturation à 95°C, de 45 s d’hybridation à 59°C et de 20 
secondes de polymérisation à 72°C, pour finir par une étape de 5 min à 72°C. Puis les ADN 
complémentaires ont été envoyés à la plateforme de RNomique de l’Université de 
Sherbrooke, afin d’analyser l’expression quantitative des gènes d’intérêt, notamment 
hCDK8 par rapport aux gènes de références MRPL19, SDHA et YWHAZ et rcdk8 snail1, 
snail2 et gem par rapport aux gènes de références Pum1, Rpl19 et Tubb5. 
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Nom Séquence 5’-3’ 
shCtrl – sens GAT CCC GGA GGG TGC AAA CGC AAC T 
shCtrl – antisens  TCG AGT TCC AAA AAA GGA GGG TCG AA 
shCDK8 – sens GAT CCC AAG TGA AGC TGA GCA GCG A 
shCDK8 – antisens  TCG AGT TCC AAA AAA AAG TGA AGC TG 
Nom Espèce Dilution Compagnie 
α-CDK8 chèvre 1/750 Santa Cruz Biotechnology 
Inc. (USA) 
α-ERK2 (C14) lapin 1/5000 Santa Cruz Biotechnology 
Inc. (USA) 
α-chèvre HRP âne 1/3000 Santa Cruz Biotechnology 
Inc. (USA) 
α-pERK1/2 souris 1/5000 Sigma-Aldrich (CA) 
α-actine souris 1/10000 Millipore (CA) 
α-E-cadhérine souris 1/2000 BD Transduction 
Laboratories (CA) 
α-souris HRP mouton 1/10000 GE Healthcare UK Limited 
(CA) 
α-lapin HRP âne 1/10000 GE Healthcare UK Limited 
(CA) 
α-souris PA chèvre 1/10000 Promega (CA) 
α-lapin PA chèvre 1/10000 Promega (CA) 
α-phalloïdine couplé FITC PDS282 1/400 Sigma-Aldrich (CA) 
α-paxilline souris 1/250 BD Transduction 
Laboratories (CA) 
α-souris-rhodamine âne 1/400 Alexa Fluor 568 Life 
Technologies (CA) 
Tableau 2: Séquence des amorces d'oligonucléotides du shARN dirigé contre 
CDK8 et son contrôle non ciblant le shSCR. 
Tableau 3: Liste des anticorps utilisés dans les différentes expérimentations 
réalisées. 
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6. Immunofluorescence 
 
Le lendemain de l’ensemencement de 60 000 cellules par lamelles, les cellules ont 
été lavées deux fois au PBS froid puis fixées dans une solution de paraformaldéhyde diluée 
à une concentration de 3% dans du PBS, pendant 20 min à température ambiante. Puis les 
cellules ont été perméabilisées après 3 lavages au PBS dans une solution de Triton 0.1% 
dilué dans du PBS, pendant 10 min à température ambiante. Ensuite, les lamelles ont été 
incubées après 3 lavages au PBS dans une solution de blocage contenant 2% de BSA dilué 
dans du PBS, pendant 30 min à température ambiante, avant d’incuber les lamelles avec les 
anticorps primaires dilués dans la solution de blocage pendant la nuit à 4°C. Ensuite, après 
3 lavages au PBS, les lamelles ont été incubées avec l’anticorps secondaire dilué dans la 
solution de blocage, pendant 30 min à température ambiante. Puis, les lamelles ont été 
incubées pendant 1 min dans une solution de DAPI (1/75000) après 3 lavages au PBS. 
Enfin, les lamelles ont été montées sur des lames avec le milieu de montage Immu-Mount 
(Thermo Scientific,  Waltham, MA, États-Unis). Pour la visualisation de la F-actine en 
immunofluorescence, nous avons utilisé la phalloïdine couplé au FITC qui a une forte 
affinité pour celle-ci.  
 
7. Analyse de la prolifération 
 
Le lendemain de l’ensemencement de 100 000 cellules par lamelles, les cellules 
BRAFV600EER exprimant ou non un shARN contre CDK8 ont été incubées pendant 2 h à 
37°C avec du BrdU (Invitrogen,  Carlsbad, CA, États-Unis) dilué à une concentration de 
1% dans du milieu de culture. Le BrdU (bromodéoxyuridine) s’incorpore à l’ADN 
nouvellement synthétisé dans les cellules en réplication. Suite à cette incubation, les 
lamelles ont été lavées 3 fois 5 min dans du PBS froid, avant une fixation des cellules avec 
une solution composée de 7 volumes d’éthanol 100% et de 3 volumes de glycine (50 mM, 
pH 2), pendant 45 min à température ambiante. Les cellules ont ensuite été perméabilisées, 
après 2 lavages au PBS, dans une solution d’acide chloridrique (HCl) à une concentration 4 
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N, pendant 15 min à température ambiante. Les lamelles ont été de nouveau lavées 3 fois 5 
min dans du PBS ou jusqu’à ce que le pH soit supérieur à 6.5. Les lamelles ont alors été 
incubées dans une solution de blocage composée de BSA 0.5% et de Tween 0.1% diluée 
dans du PBS, pendant 10 min à température ambiante. Ensuite, les lamelles ont été 
incubées avec l’anticorps anti-BrdU (Roche, Laval, QC, Canada), pré-couplé à une 
molécule de FITC, dilué dans la solution de blocage à une concentration de 1/50, pendant 
45 min à 37°C. Les lamelles ont ensuite été montées sur des lames avec le milieu de 
montage Immu-Mount (Thermo Scientific, Waltham, MA, États-Unis) après 3 nouveaux 
lavages au PBS. L’analyse de la prolifération a aussi été effectuée par décompte cellulaire 
des cellules IEC-6 MEKwt et MEKca exprimant de manière stable un shARN contrôle ou 
un shARN dirigé contre CDK8 pour inhiber son expression. Dans cette expérience, 30 000 
cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits, puis les cellules ont été dénombrées 
tous les deux ou trois jours, jusqu’à l’atteinte de la confluence.  
 
8. Analyse de la capacité de croissance en indépendance d’ancrage 
 
L’agarose (Agarose low gelling temperature, SIGMA-Aldrich, Saint-Louis, MI, 
États-Unis) a été dilué dans du PBS à une concentration de 1.4% puis stérilisé. L’agarose a 
été liquéfié à une température de 40°C, et mélangé avec du milieu de culture DMEM 
contenant des quantités doubles de GlutaMAX, HEPES, pénicilline, streptomycine et FBS 
par rapport au milieu de culture habituel.  Un mL de 50% d’agarose et de 50% de milieu de 
culture a été déposé dans chaque puits d’une plaque 6 puits. 20 000 cellules contenues dans 
un mélange de 1 mL d’agarose et 1 mL de milieu ont ensuite été ensemencées par puits. . 
Le milieu a été changé aux 2 jours avec du milieu de culture. Après quelques semaines, les 
cellules ont été marquées au MTT (0.5 mg/mL) dissous dans du milieu de culture, pendant 
3 h à 37oC. Le nombre de cellules viables a été déterminé par le logiciel d’image Image J.  
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RÉSULTATS 
 
1. Expression de CDK8 dans des tumeurs colorectales, dans des lignées cancéreuses 
colorectales humaines en culture et dans les cellules IEC-6 transformées par les 
oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Dans le but de répondre à notre hypothèse, nous avons analysé l’expression de 
CDK8 dans des spécimens de tumeurs prélevées chez des patients atteints de cancer 
colorectal, mais également dans des lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines, 
ainsi que dans des lignées cellulaires d’origine intestinale simplement transformées par les 
oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. Nous avons donc procédé à des expériences 
d’immunobuvardage pour quantifier l’expression protéique de CDK8, ainsi qu’à des 
analyses de PCR quantitative pour quantifier son expression en ARNm. 
 
1.1 Expression de CDK8 dans des tumeurs de patients atteints de cancer 
colorectal. 
 
Une étude antérieure a déjà rapporté que le gène codant pour CDK8 situé sur le bras 
long du chromosome 13 était amplifié dans le cancer colorectal [Firestein et al., 2008]. 
Nous avons donc analysé l’expression protéique de CDK8 dans 15 tumeurs colorectales 
pairées avec du tissu sain adjacent et ce, par immunobuvardage. De plus, nous avons évalué 
l’expression protéique de CDK8 dans des spécimens à différents stades de la carcinogénèse 
soit de l’adénome à l’adénocarcinome de stade 4. Nos résultats montrent que CDK8 est 
surexprimé (d’environ 3 fois) dans toutes les tumeurs en comparaison avec la marge saine 
et ce, indépendamment des stades de cancers (Figure 10). 
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1.2 Expression de CDK8 dans les lignées cancéreuses colorectales humaines. 
 
  Nous avons analysé l’expression de CDK8, par immunobuvardage, dans différentes 
lignées cancéreuses colorectales humaines et ce, en comparaison avec les cellules HIEC, 
qui sont des cellules épithéliales intestinales normales humaines d’origine fœtale. Nous 
avons différencié ces lignées selon la présence ou non de mutations dans les oncogènes 
KRAS ou BRAF. La Figure 11A montre dans un premier temps que CDK8 est surexprimée 
dans toutes les lignées cancéreuses colorectales en comparaison aux HIEC (d’environ 2 ou 
3 fois) et ce, indépendamment du statut mutationnel de KRAS ou BRAF. Afin de vérifier si 
l’expression de CDK8 pouvait être en partie contrôlée par la voie MAP Kinase, nous avons 
aussi procédé à un traitement de ces lignées cancéreuses colorectales humaines avec 
l’inhibiteur pharmacologique de MEK, le U0126 (20µM pendant 48h). De manière 
intéressante, nous avons pu alors constater que le traitement au U0126 induisait une 
diminution de l’expression protéique de CDK8 dans la majorité des lignées suggérant que 
la surexpression de CDK8 dans ces lignées cancéreuses colorectales humaines est, en 
partie, dépendante de la signalisation MEK/ERK (Figure 11A). Nous avons également 
analysé l’expression de CDK8 en ARNm, dans ces lignées suivant le traitement au U0126, 
afin de déterminer si la régulation de l’expression de CDK8 par la voie MEK/ERK était 
transcriptionnelle et ce, par PCR quantitative. Nous avons pu constater que les niveaux 
d’ARNm de CDK8 dans ces lignées suivant le traitement U0126, ne sont pas affectés 
significativement, suggérant que la régulation de l’expression protéique de CDK8 dans ces 
lignées n’est pas modulée de façon transcriptionnelle (Figure 11B). 
 
1.3 Expression de CDK8 dans les cellules épithéliales intestinales transformées 
par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Outre leurs mutations dans les oncogènes KRAS et BRAF, les lignées cancéreuses 
colorectales utilisées démontrent de nombreuses autres altérations génétiques telles que des 
mutations dans les gènes APC, TGFBRII, TP53 ou démontrent de l’instabilité au niveau des 
microsatellites. Afin de vraiment vérifier si l’expression de CDK8 pouvait être induite par 
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l’activation oncogénique de la voie KRAS/MAP Kinase, nous avons utilisé des modèles 
cellulaires de transformation oncogénique plus simples. En effet, nous avons utilisé les 
cellules épithéliales intestinales normales de rat d’origine cryptale mais immortalisées 
(IEC-6), qui ont été transformées par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase : 
KRASG12V [Cagnol et Rivard, 2013], BRAFV600EER [Cagnol et Rivard, 2013] ou la forme 
hyperactive de MEK1 (MEKca) [Boucher et al., 2004]. Nous avons donc réalisé un 
immunobuvardage sur ces différentes lignées transformées par les oncogènes de la voie 
KRAS/MAP Kinase, afin de déterminer l’expression protéique de CDK8, comparativement 
aux cellules normales, non transformées, c’est-à-dire exprimant soit le vecteur vide (IEC-6 
pBabe), soit le BRAFV600EER oncogénique non induit par la stimulation au tamoxifène, soit 
le MEK sauvage (MEKwt). Nous avons également évalué l’impact de l’inhibition de la 
voie KRAS/MAP Kinase, via un traitement avec l’inhibiteur pharmacologique de MEK, le 
U0126 sur l’expression de CDK8 dans ces cellules transformées. La Figure 12A montre 
que la protéine CDK8 est surexprimée dans les cellules transformées par le KRASG12V 
(environ 4 fois) et le BRAFV600EER (environ 3.5 fois) induit ainsi que par l’expression du 
MEKca (environ 2 fois) comparativement aux cellules contrôles. Cependant, cette 
induction de l’expression protéique de CDK8 est inhibée par le traitement des cellules 
transformées avec le U0126 à une concentration de 20µM pendant 24 h, un traitement qui 
bloque la phosphorylation des kinases ERK1/2 (Figure 12A). Finalement, nous avons 
vérifié le niveau des transcrits de CDK8 par PCR-quantitative dans les cellules 
transformées ou non par KRASG12V. Tel qu’illustré à la Figure 12B, le niveau des transcrits 
de CDK8 semble être augmenté dans les cellules transformées par l’oncogène KRAS par 
rapport aux cellules contrôles non transformées.  
 
1.4 L’induction de l’expression de CDK8 précède la transformation 
morphologique des cellules exprimant le BRAF oncogénique inductible 
Suite à cette observation d’induction de l’expression de CDK8 dans les cellules 
transformées par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase, nous avons voulu savoir si 
cette induction précédait ou non la transformation cellulaire. 
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Pour cela, nous avons utilisé le modèle de cellules IEC-6 transformées par l’expression du 
BRAFV600EER inductible. Nous avons réalisé une cinétique de stimulation au tamoxifène de 
ces cellules pour induire le BRAF oncogénique. Tel qu’attendu, l’ajout de tamoxifène à une 
concentration de 250nM, augmente rapidement, dès 1 h, le niveau de phosphorylation des 
ERK1/2 dans ces cellules. De manière parallèle, nous avons aussi observé une induction de 
l’expression protéique de CDK8 dès 16 h de stimulation au tamoxifène (environ 1.5 fois), 
induction qui est encore augmentée à 24 h et 36 h (environ 2 fois) puis qui semble se 
stabiliser (Figure 13A). De manière intéressante, des formes accusant un retard de 
migration sur gel sont également observées après 1 h de stimulation suggérant que CDK8 
puisse être aussi phosphorylée dans ces conditions (Figure 13A, voir flèches). Nous avons 
également évalué l’expression de CDK8 en ARNm par PCR-quantitative. Nous avons pu 
constater l’induction de l’ARNm de CDK8 dès 16 h de stimulation au tamoxifène, 
induction qui continue à augmenter à 24 h puis qui semble se stabiliser (Figure 13B). Ces 
résultats suggèrent que l’induction de CDK8 a lieu avant la transformation morphologique 
des cellules exprimant le BRAFV600EER, transformation qui est observée à partir de 24 h 
suivant la stimulation au tamoxifène [Cagnol et Rivard, 2013].  
 
2. Analyse de la contribution de CDK8 dans la transformation des cellules épithéliales 
intestinales induite par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Afin de déterminer la contribution de CDK8 dans la transformation des cellules 
épithéliales intestinales induite par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase, nous 
avons généré un shARN dirigé contre CDK8 (voir Matériel et méthodes), ainsi que son 
contrôle non ciblant (shCtrl). Ces ARN interférents ont été ensuite exprimés de manière 
stable dans les cellules IEC-6 exprimant le BRAFV600EER inductible et les cellules IEC-6 
exprimant le MEKwt et le MEKca par infection lentivirale. Tel qu’observé à la Figure 14, 
l’expression d’un shARN dirigé contre CDK8 réduit spécifiquement d’environ 50% 
l’expression de cette protéine dans nos modèles cellulaires. 
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 2.1 Impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur la prolifération des cellules  
 transformées par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Nous avons analysé l’impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur la 
prolifération des cellules transformées par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
Pour cela, nous avons utilisé les cellules IEC-6 exprimant soit le BRAFV600EER 
oncogénique inductible dans lequel nous avons ou non inhibé l’expression de CDK8 via le 
shARN. Nous avons aussi utilisé les cellules IEC-6 exprimant soit le MEKwt soit le 
MEKca dans lesquelles nous avons également inhibé l’expression de CDK8 via le shARN. 
La prolifération a été par la suite analysée dans ces différentes populations cellulaires soit 
par la mesure de l’incorporation de BrdU ou par un décompte cellulaire. 
 
2.1.1 Incorporation de BrdU dans les cellules IEC-6 BRAFV600EER 
inductible. 
 
Suite à l’expression de manière stable du shARN dirigé contre CDK8 et du shCtrl 
non ciblant dans les cellules IEC-6 BRAFV600EER par infection lentivirale, nous avons 
procédé à un essai d’incorporation du BrdU dans ces cellules en phase exponentielle de 
croissance. Le BrdU est un agent chimique analogue à la thymidine qui s’incorpore à 
l’ADN, lors de sa réplication (phase S). La quantification de l’incorporation de BrdU dans 
les cellules IEC-BRAFV600EER permettra d’évaluer l’impact de l’inhibition de CDK8 sur 
l’entrée en phase S du cycle cellulaire de ces cellules. Nous avons d’abord réalisé ce test 
d’incorporation de BrdU sur les cellules non stimulées au tamoxifène donc considérées 
comme normales et sur des cellules stimulées au tamoxifène pendant 16 h à une 
concentration de 50nM. Tel que montré à la Figure 15, l’inhibition de l’expression de 
CDK8 n’a pas eu d’effet notoire sur l’incorporation de BrdU dans les cellules non 
stimulées au tamoxifène. Par contre, seulement 30% des cellules traitées au tamoxifène, 
déficientes dans l’expression de CDK8 ont incorporé du BrdU, comparativement aux 
cellules contrôles (45%). Ceci semble suggérer que CDK8 joue un rôle dans la prolifération 
des cellules exprimant l’oncogène BRAF. 
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2.1.2 Décompte cellulaire et établissement d’une courbe de prolifération 
 
Suite à l’expression de manière stable du shARN dirigé contre CDK8 et du shCtrl 
non ciblant dans les cellules IEC-6 MEKwt et IEC-6 MEKca par infection lentivirale, nous 
avons procédé à un décompte cellulaire afin d’établir une courbe de prolifération. Nous 
avons réalisé ce décompte cellulaire pendant 11 jours soit jusqu’à l’atteinte de la 
confluence par les cellules. Nous avons constaté que l’inhibition de CDK8 dans les cellules 
IEC-6 MEKwt affecte globalement peu leur prolifération après 11 jours (Figure 16A). Par 
contre, la perte d’expression de CDK8 dans les cellules IEC-6 transformées par 
l’expression du MEKca entraîne un ralentissement notable de leur prolifération (Figure 
16B) suggérant que CDK8 est impliquée dans la prolifération des cellules transformées. 
 
2.2 Impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur le potentiel des cellules 
transformées à croître en indépendance d’ancrage. 
 
Les cellules transformées par l’expression du MEKca ont la capacité de croître en 
indépendance d’ancrage [Lemieux et al., 2009]. Un test de croissance en agarose mou a 
donc été réalisé dans les cellules IEC-6 transformées par le MEKca et sous-exprimant ou 
non CDK8. La Figure 17 montre que l’inhibition d’expression de CDK8 bloque presque 
totalement la capacité des cellules transformées par la forme hyperactive de MEK à croître 
en agarose mou. Ce résultat suggère fortement que CDK8 contrôle le potentiel de 
croissance en indépendance d’ancrage des cellules transformées par l’expression du 
MEKca. 
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2.3 Impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur la morphologie des cellules 
transformées par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Les cellules épithéliales intestinales normales ont un phénotype cuboïdale résultant 
principalement des fortes interactions cellule-cellule établies par les jonctions serrées et 
adhérentes. Suite à l’expression des oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase, ces cellules 
subissent une transformation morphologique [Cagnol et Rivard, 2013; Lemieux et al., 
2009]. En effet, ces cellules perdent leurs contacts cellule-cellule et deviennent plus étirées 
adoptant un phénotype fibroblastique. Par exemple, lorsque les cellules exprimant le 
BRAFV600EER oncogénique inductible ne sont pas stimulées au tamoxifène, elles ont un 
phénotype épithélial normal. Mais lorsqu’elles sont stimulées avec le tamoxifène, elles 
changent rapidement leur morphologie et deviennent plus fibroblastiques et moins 
adhérentes [Cagnol et Rivard, 2013]. De manière intéressante, lorsque l’expression de 
CDK8 est inhibée, la transformation morphologique des cellules IEC-6 BRAFV600EER 
semble fortement atténuée. En effet, certaines cellules ont conservé leur phénotype 
épithélial et leur adhérence à la matrice (étalement cellulaire) telle que visualisé par 
microscopie en contraste de phase (Figure 18A, voir flèches). En accord avec ces 
observations, l’inhibition d’expression de CDK8 dans les cellules exprimant le MEKca 
atténue également leur phénotype fibroblastique. Ces cellules adoptent d’ailleurs un 
phénotype plus épithélial (Figure 18B, voir flèches). Pris ensemble, ces résultats suggèrent 
fortement que CDK8 joue un rôle dans la transformation morphologique des cellules 
exprimant les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase. Afin de mieux comprendre ce 
changement morphologique, nous avons réalisé des immunofluorescences indirectes 
dirigées contre l’actine filamenteuse et la paxilline une protéine qui se trouve localisée aux 
points d’adhésion, dans les cellules IEC-6 MEKca déficientes ou non pour l’expression de 
CDK8. Des travaux précédents dans notre laboratoire ont déjà rapporté que les cellules 
exprimant le mutant hyperactif de MEK présentent un cytosquelette d’actine filamenteuse 
complètement désorganisé, avec une perte d’actine corticale associée à la perte des contacts 
cellule-cellule [Lemieux et al., 2009]. Nous avons pu, en effet, constater cette 
désorganisation de l’actine filamenteuse qui est en plus, accompagnée d’une délocalisation 
de la paxilline dans les cellules IEC-6 exprimant le MEKca (Figure 19). Cependant, 
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l’inhibition d’expression de CDK8 restore partiellement l’actine filamenteuse au pourtour 
des cellules qui sont plus épithéliales de même que restore la localisation de la paxilline aux 
points focaux d’adhésion (Figure 19). 
 
3. Rôle de CDK8 dans la transformation morphologique induite par les oncogènes de 
la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
3.1 Implication de CDK8 dans l’expression des gènes associés à l’EMT. 
 
Ce retour partiel à une morphologie plus épithéliale des cellules transformées 
lorsque l’expression de CDK8 est inhibée pourrait suggérer un renversement de l’EMT 
induite par l’hyperactivation de MEK [Lemieux et al., 2009]. Nous avons donc analysé 
l’expression protéique de la E-cadhérine, une protéine des jonctions adhérentes, qui figure 
comme l’un des principaux marqueurs de l’EMT [Guarino et al., 2007; Peinado et al., 
2004]. D’ailleurs, notre groupe a déjà rapporté que l’expression du mutant constitutif de 
MEK1 dans les cellules IEC-6 diminuait fortement l’expression de la E-cadhérine 
[Lemieux et al., 2009]. Cette baisse d’expression de la E-cadhérine était attribuable à la 
hausse importante d’expression de Snail1 et Snail2 [Lemieux et al., 2009], deux répresseurs 
transcriptionnels bien connus du gène codant pour la E-cadhérine [Peinado et al., 2004]. De 
manière intéressante, l’inhibition d’expression de CDK8 dans les cellules transformées par 
l’hyperactivation de MEK présente une augmentation de 2.3 fois de l’expression protéique 
de la E-cadhérine (Figure 20A). Cette hausse d’expression de la E-cadhérine pourrait être 
attribuable à la baisse d’expression de Snail1 et de Snail2 observée dans les cellules 
déficientes pour CDK8 (Figure 20B). Des expériences sont en cours afin de confirmer cette 
tendance. 
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3.2 Implication de CDK8 dans l’expression de Gem 
 
Gem est une petite protéine G appartenant à la superfamille des Ras GTPases 
[Maguire et al., 1994] connue pour régulariser l’organisation du cytosquelette d’actine 
[Piddini et al., 2001]. De plus, le gène codant pour Gem a été récemment identifié comme 
un gène cible de CDK8 [Donner et al., 2010]. Vu les changements morphologiques 
observés suite à la baisse d’expression de CDK8, nous avons analysé l’expression de Gem 
en parallèle avec celle de CDK8 dans les cellules IEC-6 BRAFV600EER stimulées ou non au 
tamoxifène. Dans un premier temps, nous avons observé que l’expression de Gem, tout 
comme celle de CDK8, est significativement augmentée suite à l’activation oncogénique de 
BRAF et que cette induction est clairement MEK-dépendante puisque bloquée par le 
U0126 (Figure 21). Afin de vérifier si cette augmentation de l’expression de Gem était bien 
attribuable à CDK8, nous avons démarré l’analyse du niveau des transcrits de Gem dans les 
cellules exprimant ou non le shARN dirigé contre CDK8. Des résultats préliminaires 
présentés en annexe suggèrent que l’expression de Gem induite par l’activation 
oncogénique de BRAF est complètement inhibée dans les cellules déficientes pour 
l’expression de CDK8. D’autres expériences qui sont en cours sont évidemment nécessaires 
pour confirmer ce résultat suggérant que Gem pourrait être impliquée dans la 
transformation morphologique des cellules exprimant l’oncogène BRAF. 
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DISCUSSION 
 
Lors de cette étude, nous avons voulu comprendre comment la protéine CDK8 
contribuait au potentiel tumorigénique de la voie KRAS/MAP Kinase dans les cellules 
épithéliales intestinales.  
 
La kinase CDK8 est connue pour jouer un rôle important dans la machinerie 
transcriptionnelle. En effet, elle peut réguler celle-ci de manière négative : 1) de façon 
kinase indépendante, par encombrement stérique, en se liant avec le complexe Médiateur 
[Xu et Ji, 2001]; 2) par phosphorylation du domaine C-terminal de l’ARN polymérase II 
[Furumoto et al., 2007]; 3) par phosphorylation de la cycline H, une sous-unité du facteur 
de transcription TFIIH, empêchant ainsi la formation du complexe de pré-initiation de la 
transcription [Galbraith et al., 2010]; et finalement, 4) en recrutant des histones 
méthyltransférases qui vont inhiber l’expression de certains gènes [Knuesel et al., 2009; 
Donner et al., 2010]. Plus récemment, CDK8 a également été identifiée comme un 
régulateur positif de la transcription de différents gènes: 1) les gènes cibles du complexe 
transcriptionnel β-caténine/TCF [Firestein et al., 2008]; 2) les gènes de réponse précoces 
(IEGs) en réponse à une stimulation au sérum [Donner et al., 2010]; 3) les gènes cibles de 
réponse à l’hypoxie, induits par le facteur de transcription HIF1α [Galbraith et al., 2013]. 
De manière intéressante, ces réponses transcriptionnelles sont impliquées dans plusieurs 
aspects de l’oncogenèse. En effet, il a été démontré qu’une activation aberrante de la voie 
de signalisation Wnt/β-caténine était retrouvée dans la majorité des cancers colorectaux, 
contribuant à l’hyperprolifération, à l’invasion tumorale et à la survie cellulaire [Bienz et 
Clevers, 2000]. Il a également était démontré que la surexpression du facteur de 
transcription HIF1α était impliqué dans la progression de nombreux cancers, notamment le 
cancer colorectal, en entraînant l’augmentation de facteurs angiogéniques, des transporteurs 
de glucose, des enzymes glycolytiques et des facteurs de survie et d’invasion [Semenza et 
al., 2012].  
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Afin de répondre à notre hypothèse qui était que CDK8 est nécessaire au potentiel 
oncogénique de la voie KRAS/MAP Kinase, une voie potentiellement hyperactivée dans 
plusieurs cancers colorectaux suite à des mutations de type gain-de-fonction dans les 
oncogènes KRAS ou BRAF, nous avons d’abord vérifié l’expression en ARNm et protéique 
de CDK8 dans différents modèles de cancer colorectal, ainsi que dans des modèles de 
transformation oncogénique plus simples par la voie KRAS/MAP Kinase. Puis, à l’aide de 
l’interférence à l’ARN, nous avons analysé la contribution de CDK8 dans la transformation 
des cellules épithéliales intestinales induite par la voie KRAS/MAP Kinase.  
 
1. Expression de CDK8 et néoplasie colorectale 
 
1.1 Surexpression de CDK8 dans les cellules et tumeurs cancéreuses colorectales 
humaines 
 
Afin de mieux comprendre le rôle de CDK8 dans le cancer colorectal, nous avons, 
dans un premier temps, vérifié son expression dans plusieurs tumeurs colorectales 
humaines à différents stades. De manière intéressante, nous avons observé que CDK8 était 
surexprimée dans toutes les tumeurs analysées en comparaison avec la marge saine. Nous 
avons pu constater que cette surexpression était présente à tous les stades de la 
carcinogénèse: de l’adénome à l’adénocarcinome de stade 4, en passant par les stades 1, 2 
et 3. Même si nos résultats représentent un petit échantillonnage de patients atteints de 
cancer colorectal, ceux-ci concordent avec les données de la littérature. En effet, d’autres 
études réalisées sur des échantillons de tumeurs colorectales effectuées sur de plus grosses 
cohortes de patients ont montré qu’il y avait surexpression de la protéine CDK8 [Seo et al., 
2010], ainsi qu’un gain de copie du gène CDK8 [Firestein et al., 2008] dans la majorité des 
tumeurs colorectales. L’expression de la protéine CDK8 dans les tumeurs dès le stade 
d’adénome suggère que celle-ci pourrait être impliquée de façon précoce dans l’initiation 
de la carcinogénèse colorectale. En effet, il a été montré que la protéine CDK8 était 
notamment impliquée dans la régulation de la transcription des gènes cibles de la voie 
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Wnt/β-caténine [Firestein et al., 2008], une voie très fréquemment dérégulée dans les 
premiers stades de la carcinogénèse colorectale due aux mutations précoces survenant dans 
le gène APC [Pinto et al., 2003, Kunhert et al., 2004]. Le gène APC est un gène 
suppresseur de tumeur et son altération est considérée comme initiatrice d’une vaste 
majorité de cancers colorectaux [Moran et al., 2010]. Mais la surexpression de CDK8 dans 
les différents stades d’adénocarcinomes suggèrent également qu’elle pourrait être aussi 
impliquée dans la progression de la carcinogénèse colorectale [Seo et al., 2010]. La 
surexpression de CDK8 dans le cancer colorectal a été associée à l’amplification du gène 
CDK8  localisé sur le bras long du chromosome 13, une région fréquemment amplifié dans 
le cancer colorectal. L’amplification de cette région chromosomique englobe 16 gènes 
entraînant un gain du nombre de leurs copies. Quatre de ces gènes ne sont pas exprimés 
dans le cancer colorectal, et parmi les 12 gènes exprimés, seul CDK8 est requis pour 
permettre la prolifération des cellules présentant cette amplification [Firestein et al., 2008]. 
 
Nous avons aussi comparé l’expression de la protéine CDK8 dans des cellules 
épithéliales intestinales normales, les HIEC et dans des cellules cancéreuses colorectales 
humaines établies et présentant différents types d’altérations génétiques. Nous avons 
constaté que l’expression de la protéine CDK8 dans les cellules HIEC était extrêmement 
faible, alors que les lignées cancéreuses colorectales, sans surprise, présentaient toutes une 
surexpression de CDK8. Des études récentes ont suggéré que CDK8 pourrait agir comme 
un oncogène dans les cellules épithéliales intestinales. Premièrement, tel que mentionné ci-
haut et démontré par nos résultats, CDK8 est surexprimé dans les tumeurs et cellules 
colorectales et sa surexpression est d’ailleurs associée à un mauvais pronostic de survie 
[Seo et al., 2010]. Deuxièmement, une surexpression de CDK8 dans les fibroblastes 
NIH3T3 entraîne la formation de foyers cellulaires, la capacité de croissance en 
indépendance d’ancrage et la formation de tumeurs lorsqu’elles sont injectées dans les 
souris immunodéficientes [Firestein et al., 2008]. Troisièmement, l’inhibition de son 
expression par interférence d’ARN entraîne un ralentissement de la prolifération de 
certaines lignées cancéreuses colorectales présentant une surexpression de CDK8 [Firestein 
et al., 2008]. Quatrièmement,  une surexpression de CDK8 promeut l’état de 
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dédifférenciation des cellules cancéreuses colorectales en agissant sur la transcription de c-
Myc [Adler et al., 2012]. En lien avec ces observations, les travaux de Firestein et 
collaborateurs ont récemment démontré que l’expression de CDK8 était nécessaire pour 
une activité transcriptionnelle optimale du complexe transcriptionnel β-caténine/TCF 
[Firestein et al., 2008], un complexe crucial pour la prolifération des cellules normales et 
cancéreuses intestinales [Moran et al., 2010].  Néanmoins, seulement une partie des effets 
oncogéniques de CDK8 sont inhibés par l’expression d’un mutant dominant-négatif de 
TCF4 suggérant que CDK8 puisse participer à la régulation d’autres voies de signalisation 
oncogéniques dans les cellules colorectales [Firestein et al., 2008].  
 
Une autre voie de signalisation activée lors de la carcinogénèse colorectale est la 
voie KRAS/MAP Kinase, avec des mutations de KRAS retrouvées dans 35 à 40% des cas 
[Worthley et Leggett, 2010] et des mutations dans l’oncogène BRAF dans 10 à 15% des 
cas [Di Fiore et al., 2010]. Plusieurs des lignées cancéreuses colorectales étudiées 
possèdent d’ailleurs des mutations dans ces oncogènes. Ces mutations sont des mutations 
de type gain-de-fonction qui vont entraîner théoriquement une activation oncogénique des 
kinases en aval, MEK1/2 et ERK1/2. Nous avons donc traité les lignées cancéreuses 
colorectales avec un inhibiteur pharmacologique de MEK, le U0126. Le U0126 (ou 1’4-
diamino-2’3dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadiène) a tout d’abord été identifié 
comme un antagoniste cellulaire du facteur de transcription AP-1. C’est en cherchant à 
comprendre son mécanisme d’action, qu’il a été mis en évidence que le U0126 est aussi un 
inhibiteur de MEK. De plus, il a été démontré qu’il n’affectait pas les activités kinasiques 
de RAF ou de ERK, en faisant donc un inhibiteur spécifique des kinases MEK [Favata et 
al., 1998]. Suite à ce traitement avec le U0126 sur les lignées cancéreuses colorectales 
humaines, nous avons observé une baisse plus ou moins importante de l’expression 
protéique de CDK8 dans la majorité des lignées cancéreuses colorectales étudiées 
suggérant que l’expression protéique de CDK8 dans ces lignées est partiellement 
dépendante de l’activité de MEK. Nous avons alors voulu savoir si cette régulation 
d’expression de CDK8 par la voie MEK/ERK était d’origine transcriptionnelle. Pour cela, 
nous avons étudié l’expression des transcrits de CDK8 dans les lignées cancéreuses 
- 56 - 
 
colorectales traitées ou non avec le U0126. Nous avons constaté que l’inhibition de MEK 
n’avait pas d’impact significatif sur l’expression en ARNm de CDK8 dans les lignées 
cancéreuses colorectales. D’abord surprenant, ce résultat peut néanmoins s’expliquer par le 
fait que ces lignées cancéreuses présentent un gain de copies du gène CDK8 [Firestein et 
al., 2008]. Ces résultats suggèrent aussi que la régulation de l’expression de CDK8 par 
MEK dans les lignées cancéreuses colorectales serait probablement post-transcriptionnelle, 
peut-être via le contrôle de sa stabilité. La stabilité de plusieurs protéines est souvent 
contrôlée par des modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation. 
Mentionnons qu’un site putatif de phosphorylation pour ERK1/2, la sérine 182, est présent 
sur CDK8. Ce site fut mis en évidence par le logiciel GPS (http://bioinformatics.lcd-
ustc.org/gps_web) [Cagnol et Rivard, 2013]. Cependant, le rôle de cette sérine dans la 
régulation de la stabilité de la protéine CDK8 n’a jamais été étudié. 
 
1.2 Surexpression de CDK8 dans les cellules épithéliales intestinales transformées 
par les oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase 
 
Suite aux résultats obtenus sur l’expression de CDK8 dans les lignées cancéreuses 
colorectales, nous avons choisi de travailler avec des modèles de transformation 
oncogénique plus simple, induite par les formes oncogéniques des principales protéines de 
la voie KRAS/MAP Kinase : KRASG12V, BRAFV600E [Cagnol et Rivard, 2013] ou 
MEK1S218D/S222D, une forme constitutive active de MEK1 (MEKca) [Boucher et al., 2004; 
Lemieux et al., 2009]. En effet, l’expression de ces différents oncogènes de la voie 
KRAS/MAP Kinase dans les cellules épithéliales intestinales normales, les IEC-6, est 
suffisante pour induire leur transformation morphologique et fonctionnelle [Boucher et al., 
2004, Voisin et al., 2008; Lemieux et al., 2009, Cagnol et Rivard, 2013]. Afin de mieux 
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans cette transformation cellulaire, un 
microarray Affymetrix a été réalisé sur les cellules transformées par la forme constitutive 
active de MEK1 et sur les cellules contrôles exprimant la forme sauvage de MEK1 
(MEKwt) [Bergeron et al., 2010]. De nombreux gènes impliqués dans la progression du 
cycle cellulaire (cycline D1) ainsi que dans la migration et l’adhésion cellulaire (serpine 
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E2), se sont avérés être augmentés par l’hyperactivation de MEK. Parmi ceux-ci, le gène 
cdk8, qui s’est retrouvé induit 12 fois. Nous avons donc, d’abord, confirmé l’expression de 
CDK8 dans les modèles de cellules IEC-6 transformées par l’expression du KRASG12V, du 
BRAFV600E (inductible au tamoxifène) et du mutant de MEK1 constitutivement actif. Nous 
avons alors constaté que l’expression protéique de CDK8 est augmentée dans ces cellules 
transformées par rapport aux cellules contrôles. Suite au traitement de ces cellules 
transformées avec l’inhibiteur U0126, nous avons noté une inhibition de l’induction de 
l’expression protéique de CDK8 dans ces cellules. Ceci démontre que la hausse 
d’expression de la protéine CDK8 par ces oncogènes est dépendante de l’activation des 
kinases MEK dans ces modèles de transformation cellulaire.  
 
 Nous avons par la suite vérifié si cette régulation pouvait être transcriptionnelle en 
analysant le niveau des transcrits dans les cellules cancéreuses colorectale humaines, ainsi 
que dans les cellules IEC-6 transformées par l’expression de KRASG12V ou de BRAFV600E. 
Nous avons pu constater qu’il n’y avait pas de variation du transcrit de CDK8 dans les 
lignées cancéreuses colorectales, cependant une induction de celui-ci a été mis en évidence 
dans les cellules IEC-6 transformées par l’expression de KRASG12V ou de BRAFV600E. 
L’absence de variation d’expression du transcrit de CDK8 dans les lignées cancéreuses 
colorectales humaines peut s’expliquer par le gain de copies du gène CDK8 retrouvé 
régulièrement dans les lignées cancéreuses colorectales [Firestein et al., 2008]. Alors que, 
l’induction d’expression du transcrit de cdk8 dans les cellules IEC-6 transformées par 
l’expression du KRASG12V ou du BRAFV600E, ainsi que celle mise en évidence par le 
microarray dans les cellules exprimant le mutant constitutivement actif de MEK1 
[Bergeron et al., 2010], suggèrent que la hausse d’expression de CDK8 par l’activation 
oncogénique de la voie KRAS/MAP Kinase peut également être régulée de façon 
transcriptionnelle dans ces modèles cellulaires.  De plus, le traitement des cellules IEC-6 
BRAFV600E avec le U0126, semble rétablir les niveaux de transcrits de cdk8 au niveau des 
cellules contrôles. Ceci confirme que la régulation transcriptionnelle de l’expression de 
cdk8 est dépendante de l’activation des kinases MEK dans ce modèle cellulaire.  
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Ces résultats pris ensemble sur l’expression de CDK8 dans les lignées cancéreuses 
colorectales et dans les cellules IEC-6 transformées par les oncogènes de la voie 
KRAS/MAP Kinase, suggèrent que cette voie de signalisation peut non seulement réguler 
l’expression de CDK8 de façon transcriptionnelle, mais également de façon post-
traductionnelle. 
 
1.3 L’induction de l’expression de CDK8 précède la transformation oncogénique 
 
Comme nous avons pu le constater, la surexpression de la protéine CDK8 est 
détectée dès les stades précoces de la carcinogénèse [Seo et al., 2010]. Les modèles de 
cellules IEC-6 exprimant le KRASG12V et le MEK1S218D/S222D, présente une transformation 
oncogénique déjà établie. Afin de vérifier si l’induction de l’expression de CDK8 pouvait 
se produire avant et/ou pendant l’établissement de la transformation oncogénique des 
cellules épithéliales intestinales, nous avons utilisé les cellules IEC-6 BRAFV600E stimulées 
ou non au tamoxifène. Nous avons pu constater que l’induction de l’expression protéique 
de CDK8 par l’activation oncogénique de BRAF avait lieu avant la transformation 
morphologique des cellules, puis que cette surexpression restait stable au cours du temps. 
Ceci suggère donc que la transformation des cellules épithéliales intestinales exprimant les 
oncogènes de la voie KRAS/MAP Kinase pourrait être dépendante d’une hausse préalable 
de l’activité de CDK8.  
 
2. Contribution de CDK8 à la transformation des cellules épithéliales intestinales 
induite par l’activation oncogénique de la voie KRAS/MAP Kinase. 
 
Afin de valider l’hypothèse selon laquelle CDK8 contribuerait à la transformation 
des cellules épithéliales intestinales induite par les oncogènes de la voie KRAS/MAP 
Kinase, nous avons inhibé l’expression de CDK8 dans les modèles de cellules IEC-6 
BRAFV600EER et IEC-6 MEKca via un shARN spécifique. Par la suite, nous avons étudié 
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l’impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur les différentes caractéristiques typiques 
des cellules transformées : la prolifération, la croissance en indépendance d’ancrage et la 
morphologie cellulaire. 
 
 
2.1 Impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur la prolifération des cellules 
IEC-6 BRAFV600EER et IEC-6 MEKca 
 
Nous avons pu constater par une expérience d’incorporation du BrdU dans les 
cellules IEC-6 BRAFV600E, une diminution du nombre de cellules en phases S en présence 
de tamoxifène, suggérant un ralentissement du cycle cellulaire et donc de la prolifération 
dans les cellules exprimant l’oncogène BRAFV600E et sous-exprimant CDK8. En accord 
avec ces résultats, dans les cellules IEC-6 exprimant le MEK1S218D/S222D, nous avons aussi 
observé une tendance à la diminution de la vitesse de leur prolifération lorsque l’expression 
de CDK8 était diminuée. Cependant et de manière intéressante, la baisse d’expression de 
CDK8 dans les cellules contrôles (exprimant le MEK sauvage), considérées comme 
normales, ne semble pas affecter de manière importante leur prolifération du moins, avec le 
temps, après 11 jours. Pris ensemble, ces résultats suggèrent donc que CDK8 contrôle 
préférentiellement la prolifération des cellules transformées.  
 
Ces résultats rappellent ceux obtenus dans certaines lignées cancéreuses colorectales 
humaines dans lesquelles l’expression d’un shARN dirigé contre CDK8 ralentit aussi la 
prolifération cellulaire [Firestein et al., 2008]. Cette diminution de la prolifération fut mise 
en évidence dans les cellules cancéreuses colorectales présentant une forte expression de 
CDK8. Au contraire, dans les cellules cancéreuses ne présentant pas cette surexpression, 
l’inhibition de l’expression de CDK8 n’influence pratiquement pas leur prolifération. Ainsi, 
les cellules présentant une surexpression de CDK8 deviennent donc dépendantes de cette 
kinase pour leur prolifération [Firestein et al., 2008]. Ceci rappelle le phénomène 
d’addiction oncogénique dans lequel la cellule cancéreuse devient dépendante d’un 
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oncogène ou de quelques oncogènes pour maintenir sa survie et son phénotype tumoral 
[Singh et al., 2012]. De manière plus convaincante, nous avons aussi observé que la baisse 
d’expression de CDK8 dans les cellules IEC-6 exprimant le MEK1S218D/S222D bloquait 
presque complètement leur capacité de croître en indépendance d’ancrage. En effet, suite à 
des essais en agarose mou, une diminution de près de 94% du nombre de colonies formées 
par les cellules IEC-6 MEKca déficientes pour l’expression de CDK8 a été observée. 
CDK8 semble donc particulièrement impliquée dans l’acquisition du potentiel à croître en 
indépendance d’ancrage survenant durant la transformation cellulaire. D’ailleurs, il a été 
montré que la surexpression de CDK8 dans des fibroblastes murins immortalisés 
(NIH3T3), induit la formation de foyers, la croissance de colonies en indépendance 
d’ancrage, ainsi que la formation de tumeurs lorsqu’elles sont injectées dans des souris 
immunodéficientes [Firestein et al., 2008]. De plus, des résultats encore non publiés et 
obtenus dans le laboratoire de la Pre N. Rivard par un étudiant à la maîtrise, G. Chevalier-
Soudeyns, ont aussi mis en évidence que l’inhibition de l’expression de CDK8 via le 
shARN dans les cellules cancéreuses humaines HT-29, entraîne également un 
ralentissement important de leur prolifération, ainsi que leur potentiel à croître en 
indépendance d’ancrage.  
 
Nous avons donc constaté que l’inhibition de CDK8 sur les cellules IEC-6 MEKca 
affectait beaucoup plus fortement leur potentiel de croissance en indépendance d’ancrage 
que leur prolifération en monocouche. Comment peut-on expliquer cette différence ? 
Premièrement, les courbes de prolifération en monocouche ont été réalisées dans des 
conditions de milieu normal contenant 5% de sérum. Il est donc fort possible que la 
présence de sérum ait pu activer d’autres voies de signalisation telles que PI3K/Akt ou 
JNK/MAPK, impliquées dans la prolifération des cellules tumorales intestinales [Yamada 
et Araki, 2001; Wagner et Nebreda, 2009] et capables de compenser pour la perte de 
CDK8. Il serait donc intéressant de renouveler ces essais de prolifération en réduisant la 
quantité de sérum, afin de mieux visualiser l’effet de l’inhibition de CDK8. Il faut aussi 
mentionner que le shARN dirigé contre CDK8 réduisait d’environ 50% l’expression de 
CDK8. Or, il est possible que l’expression résiduelle de CDK8 puisse être suffisante pour 
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maintenir la prolifération des cellules transformées, du moins en monocouche. 
Lorsqu’ensemencées dans un milieu partiellement gélifié, par exemple de l’agar ou de 
l’agarose, les cellules sont ainsi placées dans un environnement beaucoup plus hostile et 
stringent car limitant leur adhérence à un substrat. Seules les cellules ayant acquis une 
capacité de résister à l’absence d’ancrage et de proliférer en suspension vont pouvoir 
survivre. L’effet important de la diminution d’expression de CDK8 sur le potentiel de 
croissance en indépendance d’ancrage suggère que cette kinase pourrait avoir un rôle à 
jouer dans la transcription de gènes cibles indispensables à la croissance cellulaire dans ces 
conditions difficiles. En effet, l’aptitude des cellules à proliférer dépend de deux types de 
signaux. Le premier est établi par les intégrines qui permettent d’activer différentes 
cascades de signalisation pour répondre aux stimuli externes, et le second est la présence de 
facteurs de croissance [Guadamillas et al., 2011]. Étant donné que les courbes de 
prolifération et les essais de croissance en indépendance d’ancrage ont été réalisés dans les 
mêmes conditions de sérum, cela suggère que la différence des résultats obtenus est surtout 
liée aux signaux émis par les intégrines. 
 
Pris ensemble, ces résultats suggèrent fortement que CDK8 est importante pour la 
transformation néoplasique des cellules épithéliales intestinales induite par les oncogènes 
de la voie KRAS/MAP Kinase.  
 
2.2 Impact de l’inhibition d’expression de CDK8 sur la transformation 
morphologique des cellules exprimant les formes oncogéniques de BRAF ou de 
MEK1 
 
2.2.1 Rôle de CDK8 dans la morphologie cellulaire 
 
Les cellules IEC-6 BRAFV600EER acquièrent rapidement une morphologie 
fibroblastique lorsqu’elles sont stimulées au tamoxifène [Cagnol et Rivard, 2013]. 
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L’inhibition de l’expression de CDK8 via le shARN atténue clairement cette transformation 
morphologique. En effet, les cellules IEC-6 BRAFV600EER shCDK8 démontrent un 
phénotype plus épithélial et cuboïdal et ont une meilleure adhérence à la matrice que les 
cellules exprimant de bons niveaux de CDK8. Des travaux menés par Étienne Lemieux 
dans notre laboratoire ont démontré que l’expression du mutant constitutif actif de MEK1 
dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6 entraîne une transition épithélium-
mésenchyme [Lemieux et al., 2009]. En effet, l’hyperactivation de MEK1 dans ces cellules 
diminue fortement le niveau d’expression des protéines jonctionnelles au profit de 
l’expression de marqueurs de type mésenchymateux. D’ailleurs, les cellules exprimant la 
forme hyperactive de MEK1 ont perdu leur morphologie épithéliale et ont acquis une 
morphologie allongée et fibroblastique. En effet, il a été mis en évidence que les cellules 
IEC-6 MEKca présentaient une désorganisation complète de l’actine filamenteuse et une 
perte de l’actine corticale [Lemieux et al., 2009], ainsi qu’une délocalisation des points 
d’adhésion. De manière intéressante, nous avons observé que l’inhibition d’expression de 
CDK8 entraîne un retour partiel de ces cellules à un phénotype plus épithélial. De plus, nos 
expériences d’immunofluorescences montrent que l’inhibition d’expression de CDK8 dans 
ces cellules entraîne une réorganisation partielle de l’actine filamenteuse avec un retour de 
l’actine corticale de même qu’un retour partiel des points focaux d’adhésions. Ces résultats 
suggèrent donc que CDK8 est impliquée dans les changements de morphologie survenant 
lors de la transformation cellulaire. Jusqu’à présent, CDK8 était surtout connue pour son 
rôle positif dans la transcription de gènes cibles du complexe transcriptionnel β-
caténine/TCF [Firestein et al., 2008], de gènes de réponses précoces suite à une stimulation 
au sérum [Donner et al., 2010] et de gènes cibles du facteur transcriptionnel HIF1α 
[Galbraith et al., 2013]. Parmi ces gènes cibles, certains ont été déjà associés à des 
changements de morphologie cellulaire comme par exemples : Snail1 (cible de la voie 
Wnt/β-caténine) [Peinado et al., 2004], ou CYR61 (gène dépendant de CDK8 suite à une 
stimulation au sérum) [Donner et al., 2010], ou vimentine (cible de HIF1α) [Semenza, 
2003]. Outre ces gènes, nos résultats pourraient aussi suggérer que CDK8 module aussi 
plus directement l’expression de gènes encodant pour des protéines associées au 
cytosquelette, à l’adhésion cellulaire et à l’établissement des contacts cellule-cellule.  
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2.2.2 CDK8 est impliquée dans la régulation des gènes associés à l’EMT 
 
Tel que mentionné précédemment, les cellules transformées par la forme 
constitutive active de MEK1 subissent une transition épithélium-mésenchyme [Lemieux et 
al., 2009]. Cette transition a d’ailleurs été caractérisée : 1) par des modifications 
morphologiques conduisant une monocouche de cellules épithéliales polarisées à se 
disperser en cellules mésenchymateuses avec des extensions migratoires, 2) par la perte de 
marqueurs de polarisation épithéliale tels que des protéines de jonctions cellule-cellule (E-
cadhérine) et l’acquisition de protéines mésenchymateuses telles que la vimentine et la 
fibronectine, 3) et par un changement fonctionnel des cellules passant d’un état stationnaire 
à un état motile capable d’envahir la matrice extracellulaire [Yang et Weinberg, 2008]. De 
manière intéressante, nous avons noté dans les cellules IEC-6 MEKca et dans lesquelles 
nous avions inhibé l’expression de CDK8, le retour, modeste mais néanmoins détectable, 
de l’expression protéique de la E-cadhérine. Ceci suggère une certaine contribution de 
CDK8 dans l’induction de l’EMT dans les cellules épithéliales intestinales. 
 
Les facteurs de transcription Snail1 et Snail2 sont connus pour réprimer l’expression 
de la E-cadhérine et être directement impliqués dans l’induction de l’EMT [Peinado et al., 
2004; Batlle et al., 2000]. Nos résultats montrent que l’inhibition de l’expression de CDK8 
dans les cellules IEC-6 transformées par MEKca diminue d’un peu plus de 50% 
l’expression de Snail1 et plus modestement l’expression de Snail2. Ainsi, cette tendance à  
la diminution de l’expression des facteurs de transcription Snail1 et Snail2, inhibiteurs de la 
transcription du gène de la E-cadhérine peut expliquer la réexpression de celle-ci lors de 
l’inhibition d’expression de CDK8 dans les cellules IEC-6 MEKca. Cette tendance à la 
baisse d’expression de Snail1 et Snail2 dans les cellules déficientes pour CDK8 pourrait 
être expliquée par le fait que CDK8 contrôle l’expression des facteurs de transcription Egr-
1 et Fra-1, [Donner et al., 2010, G Chevalier-Soudeyns, résultats non publiés], des facteurs 
capables de lier et d’activer les promoteurs de ces gènes [Lemieux et al., 2009].  
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Ainsi, pris ensemble, nos résultats montrent que l’hyperactivation de la signalisation 
MEK/ERK induit l’expression de CDK8 qui permettrait une expression optimale de Snail1 
et Snail2. L’expression de ces facteurs Snail1 et Snail2 mène alors à la répression de la 
transcription de la E-cadhérine et d’autres protéines de jonctions [Peinado et al., 2004; 
Battle et al., 2000], aboutissant à une transition épithélium-mésenchyme (Figure 22).  
 
2.2.3 CDK8 régule l’expression de Gem. 
 
Suite à la réalisation d’un microarray dans les cellules cancéreuses colorectales 
HCT116 déficientes ou non pour l’expression de CDK8, Donner et collaborateurs (2010) 
ont mis en évidence que CDK8 était importante pour l’induction de nombreux gènes en 
réponse au sérum. Ces gènes régulés par l’expression de CDK8 sont très divers et incluent 
des gènes codant pour des facteurs de transcription (FOS, EGR1, EGR2, EGR3), des 
protéines impliquées dans l’adhésion (CYR61, THBS1) et dans la morphologie cellulaire 
(GEM). Parmi ces gènes, celui codant pour la protéine Gem a attiré particulièrement notre 
attention. 
 
Gem est une petite protéine GTPasique appartenant à la grande famille des protéines 
RAS et de la sous-famille des RGK (Rad, Gem, Kir). La structure basique des protéines 
RGK consiste en un core semblable à la protéine RAS entouré d’une extension en N-
terminal et en C-terminal. Cependant, contrairement aux protéines de la famille RAS, les 
RGK possèdent une activité GTPasique intrinsèque quasi inexistante [Cohen et al., 1994; 
Finlin et al., 2000]. D’autres mécanismes de régulation de l’activité des protéines RGK ont 
été mis en évidence incluant la régulation transcriptionnelle [Maguire et al., 1994], ainsi 
que la phosphorylation sur des sites localisés dans les extensions N- et C-terminales 
[Maguire et al., 1994]. Bien que le rôle physiologique de ces protéines RGK soit encore 
mal connu, la protéine Gem quant à elle, régulariserait le cytosquelette d’actine [Piddini et 
al., 2001]. D’ailleurs, Gem possède de nombreux sites de phosphorylation dont les sérines 
289 et 261 localisées dans l’extension C-terminale et rapportées pour être impliquées dans 
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la régulation de la structure du cytosquelette d’actine [Ward et al., 2004]. Cette action de 
Gem serait attribuable à son interaction avec la Rho-kinase (ROCK), empêchant ainsi le 
recrutement de ses substrats [Ward et al., 2002]. Il existe deux isoformes de ROCK, α et β, 
qui sont des protéines effectrices de Rho, connues pour jouer un rôle fondamental dans la 
formation des fibres de stress et des points d’adhésion focaux dans les fibroblastes et les 
cellules épithéliales [Totsukawa et al., 2004]. Plus spécifiquement, ROCK phosphoryle la 
protéine MLC entraînant son activation qui va conduire à des changements morphologiques 
[Kimura et al., 1996]. Il a été mis en évidence que Gem lie ROCKβ sur son domaine 
coiled-coiled à proximité du site d’interaction de Rho, empêchant ainsi la phosphorylation 
de MLC [Ward et Kelly, 2006]. D’ailleurs, dans les cellules épithéliales et les fibroblastes, 
Gem entraîne le désassemblage des fibres de stress et des points d’adhésion focaux 
centraux [Ward et Kelly, 2006].  
 
Il est intéressant de se rappeler que la désorganisation du cytosquelette d’actine et 
des points d’adhésion focaux sont des caractéristiques phénotypiques importantes 
observées lors de la transformation des cellules épithéliales par les oncogènes de la voie 
KRAS/MAP Kinase [Cagnol et Rivard, 2013; Lemieux et al., 2009]. De plus, nos résultats 
suggèrent que l’expression des transcrits de Gem serait induite par l’expression des formes 
oncogéniques de la voie KRAS/MAP Kinase. Ainsi, Gem pourrait participer aux 
changements morphologiques observés lors de la transformation oncogénique des cellules 
épithéliales intestinales. La surexpression de Gem dans diverses lignées cellulaires est 
d’ailleurs suffisante pour induire leur transformation morphologique et une désorganisation 
de l’architecture des filaments d’actine [Piddini et al., 2001].  
 
Il a déjà été rapporté, dans les cellules cancéreuses colorectales, que l’activation de 
Fra-1 par les kinases ERK entraîne une dérégulation de la voie de signalisation Rho/ROCK, 
maintenant une désorganisation du cytosquelette d’actine dans ces cellules [Pollock et al., 
2005]. Nos résultats préliminaires, qui devront cependant être confirmés, suggèrent que 
l’induction des transcrits de Gem dans les cellules exprimant le BRAF oncogénique 
pourrait dépendre de CDK8. Ainsi, nous pouvons spéculer que la hausse de CDK8 
- 66 - 
 
observée suite à l’hyperactivation de la voie KRAS/MAP Kinase augmente l’expression du 
facteur de transcription Fra-1 [Lemieux et al., 2009] qui, à son tour, entraînerait 
l’expression de la protéine Gem qui va inhiber ROCKβ, induisant une désorganisation du 
cytosquelette d’actine. Il serait donc pertinent de surexprimer la protéine Gem dans nos 
cellules IEC-6 transformées et sous-exprimant CDK8 afin de vérifier si cela suffit à 
restaurer leur phénotype fibroblastique mésenchymateux. D’autres expériences devront être 
effectuées dans le futur pour mieux comprendre le rôle de Gem dans la transformation 
morphologique et oncogénique des cellules épithéliales intestinales (Figure 22).  
 
Finalement, il est pertinent de mentionner qu’une surexpression de Gem a été mise 
en évidence dans des lignées cellulaires de neuroblastomes et de mélanomes [Leone et al., 
2001], et que son expression a déjà été détectée de façon sporadique dans des cancers 
d’origine épithéliale [Leone et al., 2001]. Il pourrait donc être intéressant de complémenter 
notre étude de Gem par l’analyse de son expression dans des tumeurs colorectales de 
patients.  
 
3. CDK8 : une cible thérapeutique dans le cancer colorectal ? 
 
Nous avons pu mettre en évidence que CDK8 contribue à la transformation 
oncogénique des cellules épithéliales intestinales induite par les oncogènes de la voie 
KRAS/MAP Kinase. De manière intéressante, CDK8 a été aussi impliquée dans le potentiel 
tumorigénique lié à l’hyperactivation de la voie Wnt/β-caténine [Firestein et al., 2008; Seo 
et al., 2010]. Rappelons que la vaste majorité des tumeurs colorectales présentent des 
mutations activatrices dans l’une de ces deux voies de signalisation [Moran et al., 2010 ; 
Worthley et Leggett, 2010]. Ainsi, nous pouvons proposer que CDK8 serait une bonne 
cible thérapeutique pour le traitement du cancer colorectal, puisque qu’elle est impliquée 
dans les deux principales voies de signalisation oncogéniques mutées dans le cancer 
colorectal. En effet, en ciblant la kinase CDK8 avec un inhibiteur pharmacologique, par 
exemple, on pourrait diminuer le potentiel prolifératif et invasif des tumeurs colorectales. Il 
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a d’ailleurs récemment été rapporté que la Senexine-A, un composé capable d’inhiber 
CDK8, améliorait l’efficacité des traitements de chimiothérapie dans les cellules 
cancéreuses colorectales humaines en culture [Porter et al., 2012].  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Lors de cette étude nous avons pu mettre en évidence que l’expression des 
oncogènes KRAS et BRAF, deux oncogènes importants dans la carcinogénèse colorectale, 
induisaient une augmentation de l’expression de la protéine CDK8. De plus, nos résultats 
montrent une contribution importante pour cette kinase dans l’acquisition de certaines 
propriétés tumorales, notamment la capacité de croître en indépendance d’ancrage. De 
façon intéressante, nos résultats suggèrent que la voie KRAS/MAP Kinase pourrait réguler 
l’expression de CDK8 de façon transcriptionnelle, mais aussi potentiellement de façon 
post-traductionnelle. Nous avons d’ailleurs mis en évidence par analyse bio-informatique, 
un site putatif de phosphorylation de CDK8 par ERK1/2, la sérine 182 [Cagnol et Rivard, 
2013]. Il faudrait donc réaliser un essai kinase de ERK1/2 sur CDK8, in vitro, pour valider 
cette phosphorylation. Par la suite, il faudrait réaliser par mutagénèse dirigée des mutants 
de CDK8 soit non phosphorylable, soit phospho-mimétique. Ces mutants permettraient de 
déterminer si la phosphorylation de CDK8 par ERK pourrait agir sur son activité, sa 
stabilisation et/ou sa localisation. Dans ce cas, l’expression des mutants non phosphorylable 
et phospho-mimétique pourrait être par la suite testée sur la transformation cellulaire. 
 
De plus, nous avons pu mettre en évidence que l’induction de l’expression de CDK8 
par la voie KRAS/MAP Kinase, non seulement précédait le phénomène de transformation 
mais semblait particulièrement importante pour l’établissement d’un phénotype transformé, 
au niveau de la morphologie, du potentiel de croissance en indépendance d’ancrage et pour 
la prolifération. Par conséquent, il serait particulièrement pertinent d’évaluer l’impact de 
l’inhibition de CDK8 sur la capacité des cellules transformées à former des tumeurs chez la 
souris immunodéficientes. D’un autre côté, il serait également intéressant de surexprimer 
CDK8 dans les cellules épithéliales intestinales normales afin de vraiment confirmer si 
CDK8 est véritablement un oncogène pour ces cellules. En effet, Firestein et collaborateurs 
(2008) ont mis en évidence que la surexpression de CDK8 dans les fibroblastes murins 
immortalisés était suffisante pour induire leur transformation (formation de foyers, capacité 
de croissance en indépendance d’ancrage et formation de tumeurs). La réalisation d’une 
- 70 - 
 
souris transgénique surexprimant CDK8 spécifiquement dans les cellules épithéliales 
intestinales apporterait aussi des résultats in vivo, sur l’effet de CDK8 sur la prolifération, 
les gènes cibles de CDK8 et son éventuel potentiel tumoral dans un contexte intestinal. 
 
En outre, quelques résultats qui devront être confirmés, nous permettent néanmoins 
de suggérer que CDK8 pourrait être  impliquée dans la transcription de gènes liés à la 
morphologie cellulaire comme des gènes impliqués dans l’EMT, Snail1 et Snail2, ou bien 
Gem, impliquée dans l’organisation de l’actine. Nous avons également spéculé, au vu des 
résultats de l’impact de l’inhibition de CDK8 sur le potentiel de croissance en 
indépendance d’ancrage des cellules IEC-6 MEKca, que CDK8 pourrait également être 
impliquée dans l’expression de facteurs permettant la survie en indépendance d’ancrage. 
Des candidats intéressants pourraient des facteurs anti-apoptotiques tels que des membres 
de la famille Bcl-2 [Guadamillas et al., 2001], rapportés pour être impliqués dans la 
résistance à l’anoïkose des cellules cancéreuses colorectales.  
 
Une autre expérience intéressante serait de réaliser un microarray dans les cellules 
exprimant de manière inductible l’oncogène BRAF, afin d’identifier les gènes modulés par 
CDK8 et susceptibles d’être impliqués dans l’initiation de la transformation tumorale. Par 
la suite, on pourrait essayer de comprendre comment CDK8 est impliquée dans la 
régulation de l’expression de ces gènes cibles. En effet, il a été mis en évidence que CDK8 
contrôlait surtout la phase d’élongation de la transcription plutôt que la phase d’initiation 
[Galbraith et al., 2013]. Pour démontrer le mécanisme par lequel CDK8 régule l’expression 
des différents gènes cibles, il faudra réaliser des expériences d’immunoprécipitations de la 
chromatine (ChIP). 
 
Enfin dans des perspectives à plus long terme, afin de déterminer si CDK8 pourrait 
être une bonne cible thérapeutique pour réguler la transformation oncogénique induite par 
l’hyperactivation de la voie KRAS/MAP Kinase, des xénogreffes chez la souris 
immunodéficiente pourraient être effectuées en utilisant des cellules transformées par 
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l’expression de l’oncogène KRAS ou du MEK1 constitutivement actif, puis traiter ces 
souris avec un inhibiteur de CDK8, comme par exemple la Senexine-A [Porter et al., 
2012]. 
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